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Summary

The high efficiency of photosynthetic processes in biological systems is based both on
highly efficient energy transfer and on efficient relaxation processes within the energy
landscape of pigment-protein complexes. The protein scaffold of such complexes offers
a certain degree of flexibility, leading to structural and thus energetic differences and
disorder. These fluctuations can occur on all time scales. It is already known that these
fluctuations influence the relaxation of energies. In contrast, the excitonic states in-
volved and the influence of vibration modes on the relaxation processes are critically

discussed.

In this research project, individual peripheral light-harvesting complexes (LH2) of
the purple bacteria Rhodopseudomonas (Rps.) acidophila and Rps. palustris are being
investigated using ultrafast spectroscopy. In both cases, the complexes are pigment-
protein complexes consisting of bacteriochlorophyll a molecules arranged in a double
ring structure by a surrounding protein scaffold and additional carotenoids, with both
rings exhibiting different coupling strengths between the chromophores due to their
arrangement. However, the LH2 complexes of both species differ in their absorption

behavior in the near-infrared spectral range.

In the experiments described here, the individual complexes are excited with cohe-
rent double pulses and the resulting fluorescence signal is recorded as a function of
the time interval between the pulse pair. The excitation of the complexes and recor-
ding of the fluorescence signal takes place in a self-constructed fluorescence microscope,
whereby the time interval and the phase relationship of the excitation pulses can be
controlled with the aid of a pulse shaper and the implementation of spectral amplitude

and phase masks.

Such excitation of the light-harvesting complexes generates two exciton wave packets

that interfere with each other and thus influence the population of the emitting states.



This leads to a modulation of the fluorescence depending on the time interval between
the pulse pairs. It can be seen that this modulation decays within approximately 100 fs
due to the fluctuating microenvironment of the individual complexes, although this is

distributed heterogeneously for the light-harvesting complexes observed.

In addition, it can be observed that the modulation behavior of individual comple-
xes changes over a period of 60s on a time scale of approximately 10s, indicating
changes in the energy relaxation paths toward low exciton states. These relaxations

utilize the coupling between electronic states and low-frequency vibration modes.
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Deutsche Zusammenfassung

Die hohe Effizienz photosynthetischer Prozesse in biologischen Systemen beruht so-
wohl auf hocheffizientem Energietransfer, als auch auf effizienten Relaxationsprozessen
innerhalb der Energielandschaft von Pigment-Protein-Komplexen. Das Proteingeriist
solcher Komplexe bietet eine gewisse Flexibilitat, sodass es zu strukturellen und somit
energetischen Unterschieden und Unordnungen kommt. Diese Fluktuationen kénnen
auf allen Zeitskalen auftreten. Dass diese Fluktuationen die Relaxation der Energien
beeinflussen, ist bereits bekannt. Im Gegensatz dazu werden die beteiligten Exziton-
zustédnde, sowie der Einfluss von Vibrationsmoden auf die Relaxationsprozesse kritisch
diskutiert.

Im Rahmen der vorliegenden Forschungsarbeit werden individuelle periphere Lichtsam-
melkomplexe (LH2) der Purpurbakterien Rhodopseudomonas (Rps.) acidophila und
Rps. palustris mittels ultraschneller Spektroskopie untersucht. In beiden Féllen han-
delt es sich bei den Komplexen um ringférmige Pigment-Protein-Komplexe, welche
aus Bacteriochlorophyll a (BChl a) Molekiilen bestehen, die durch ein umgebendes
Proteingeriist und zusatzliche Karotenoid-Molekiile in einer Doppelringstruktur an-
geordnet sind. Dabei weisen beide Ringe aufgrund der Anordnung unterschiedliche
Kopplungsstarken zwischen den Chromophoren auf. Die LH2 Komplexe beider Spezies

unterscheiden sich in ihrem Absorptionsverhalten im nahen Infraroten Spektralbereich.

Bei den hier beschriebenen Experimenten werden die einzelnen Komplexe mit koharen-
ten Doppelpulsen angeregt und das resultierende Fluoreszenzsignal in Abhéngigkeit des
zeitlichen Abstands des Pulspaares detektiert. Die Anregung der Komplexe und Auf-
nahme des Fluoreszenzsignals erfolgt mittels einem selbst konstruierten Fluoreszenzmi-
kroskop, wobei der zeitliche Abstand, sowie die Phasenbeziehung der Anregungspulse
mit Hilfe eines Pulsformers und einer Implementierung von spektralen Amplituden-

und Phasenmasken kontrolliert wird.
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Durch eine solche Anregung der Lichtsammelkomplexe werden zwei Exziton-Wellenpakete
erzeugt, die miteinander interferieren und so die Population der emittierenden Zustén-
de beeinflussen. Dies fiihrt zu einer Modulation der Fluoreszenz in Abhangigkeit des
zeitlichen Abstands der Pulspaare. Es zeigt sich, dass diese Modulation aufgrund der
fluktuierenden Mikroumgebung der individuellen Komplexe innerhalb ca. 100fs ab-

klingt, wobei sich dies fiir die beobachteten Lichtsammelkomplexe heterogen verteilt.

Zudem kann beobachtet werden, dass sich das Modulationsverhalten einzelner Kom-
plexe iiber einen Zeitraum von 60s auf einer Zeitskala von etwa 10s dndert, was auf
Anderungen der Energierelaxationspfade zu niedrigen Exzitonzustéinden hinweist. Die-
se Relaxationen nutzen dabei die Kopplung zwischen elektronischen Zustdnden und

niederfrequenten Vibrationsmoden.
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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Photosynthese in Purpurbakterien

Photosynthese beschreibt den biologischen Prozess, bei welcher Lichtenergie der Sonne
in biochemische Energie umgewandelt wird, um lebenswichtige Zellprozesse am Laufen
zu halten. Der Prozess findet in vielen biologischen Organismen statt, z.B. in Pflanzen,
Algen, Cyano-Bakterien oder Purpurbakterien. Die verschiedenen Organismen haben
den photosynthetischen Prozess im Laufe der Evolution auf ihre jeweiligen natiirli-
chen Umgebungen und Lichtbedingungen angepasst. Die Pigment-Molekiile des An-
tennensystems befinden sich in der Membran des Organismus und sind dort durch ein
Proteingertist rdumlich positioniert. Auf diese Weise wird Lichtenergie effizient vom
photosynthetischen Apparat aufgesammelt. Dabei spielen die angeregten Zusténde der
absorbierenden Chromophore eine wichtige Rolle, worauf in den folgenden Kapiteln
genauer eingegangen werden soll. Durch Energietransferprozesse wird die absorbierte
Energie hin zu einem Reaktionszentrum geleitet, wobei das gesamte Antennensystem
dhnlich einer Satellitenschiissel fungiert. Die Pigmente sind im Sinne eines energeti-
schen Trichtersystems angeordnet, sodass die Energieniveaus der involvierten angereg-
ten Zustande rdumlich in Richtung des Reaktionszentrums abnimmt. Dies definiert die
Orientierung des Energietransfers, welcher bevorzugt von hoher zu niedriger energeti-
schen Pigmenten stattfindet, somit wird die Energie in Richtung der Reaktionszentren
geleitet [1-3]. Wahrend dieser Vorgéange finden noch keine chemischen Prozesse statt.
In den Reaktionszentren findet durch schnelle Prozesse eine Ladungstrennung statt,
wobei ein Elektron eines angeregten Pigments an einen benachbarten Elektronenak-
zeptor abgegeben wird. Durch schnellen Elektronentransfer wird die Rekombination

des entstandenen Ionen-Paares verhindert. In Zusammenhang mit der Protonenbewe-



Kapitel 1. Einleitung

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der Photosynthetischen Einheit
in den Membranen in Purpurbakterien. Periphere Antennenkomplexe LH2 (hell-
grin, kleine Ringe) absorbieren einfallendes Licht (gelb). Die Energie wird durch Ener-
gietransfer innerhalb einzelner Komplexe (schwarz gestrichelte Pfeile), sowie durch
Transfer zwischen mehreren Komplexen (schwarz durchgezogene Pfeile) hin zu einem
Kernkomplex LH1 (dunkelgriin, groer Ring) geleitet. Der Kernkomplex umschliefit ein
Reaktionszentrum (rot), wo es zur Ladungstrennung und weiteren chemischen Prozes-
sen kommt.

gung entsteht dadurch ein pH-Gradient zwischen beiden Seiten der Membran, welcher

zur Synthese von ATP genutzt wird [1].

Purpurbakterien sind anoxygene Phototrophe, die in den anaeroben Schichten stil-
ler Gewésser, wie Seen oder Teiche, vorkommen [4, 5]. Der photosynthetische Ap-
parat ist in der Membran der Bakterien enthalten und besteht aus zwei Arten von
Pigment-Protein-Komplexen, den LH1 und LH2 Komplexen (engl.: light-harvesting 1
€ 2 complex), welche wiederum aus Bakteriochlorophyllen, Karotenoiden und einem
diese Pigmente umgebenden und in Position haltenden Proteingeriist bestehen. Je-
der LH1-Komplex umschliet ein Reaktionszentrum und wird auch als Kernkomplex
(RC-LH1) bezeichnet. Die LH2 Komplexe fungieren als periphere Antennenkomplexe,
welche Lichtenergie absorbieren und mittels Energietransfer zu den LH1 Komplexen
und somit zu den Reaktionszentren weiterleiten. Abbildung 1.1 illustriert den Sachver-
halt graphisch. Licht trifft auf die Membran der Bakterien und wird von den peripheren
Antennenkomplexen (LH2, hellgriin) absorbiert. Dies fithrt dazu, dass elektronische Zu-
stdnde der LH2-Komplexe angeregt werden. Die Energie wird zu einem LH1-Komplex
(dunkelgriin) transferiert. Dabei kommt es sowohl zu Intra-Komplex-Transfer, der nur

innerhalb einzelner Lichtsammelkomplexe stattfindet (schwarze, gestrichelte Pfeile),



1.2. Periphere Lichtsammelkomplexe LH2

als auch zu Inter-Komplex-Transfer zwischen unterschiedlichen Komplexen (schwar-
ze, durchgezogene Pfeile). Zuletzt wird die Energie zu einem Reaktionszentrum (RC,
rot) geleitet. Ein solches besteht aus photoaktiven Pigmenten. Hier findet durch einen
Oxidationsprozess eine Ladungstrennung statt, dadurch werden weitere chemische Pro-
zesse, z.B. die Synthese von ADP zu ATP in Gang gesetzt [1-3, 6].

Der gesamte Energietransferprozess lauft auf einer Zeitskala von weniger als 100 ps
ab und ist mit einer Quanteneffizienz von ca. 95% hochst effizient [3]. Der Energie-
transfer der LH2-Komplexe lduft auf einer Zeitskala von 2-5ps ab [7], wahrend die
Zeiten des Transfers von LH1 zu dem Reaktionszentrum eine Gréflenordnung hoéher

anzusetzen ist [8, 9].

1.2 Periphere Lichtsammelkomplexe LH2

Antennen-Komplexe der einfachen Organismen der Purpurbakterien kénnen als Mo-
dellsystem zur Entwicklung eines grundlegenden Verstandnisses des photosynthetischen
Lichtsammelprozesses auf molekularer Ebene dienen [1]. Die molekulare Struktur dieser
Komplexe hangt von der bakteriellen Spezies, sowie von den Wachstumsbedingungen
der jeweiligen Bakterien ab [10-17]. In Abbildung 1.2A ist der Aufbau eines einzelnen
peripheren Lichtsammelkomplexes der Bakterienspezies Rhodopseudomonas (Rps.) aci-
dophila beispielhaft dargestellt. Zwei transmembrane o- und 3-Apoproteine schliefen
ein Karotenoid und drei Bakteriochlorophyll ¢ (BChl a) Molekiile ein. Mehrere sol-
cher off Untereinheiten bilden eine ringférmige Struktur, den LH2-Komplex [14, 15,
17, 20, 21]. Im Falle der LH2-Komplexe von Rps. acidophila besteht ein solcher Ring
aus neun Untereinheiten. Die BChl a Molekiile eines Komplexes lassen sich in zwei
Pigment-Gruppen einteilen, die in zwei in Richtung der gemeinsamen Symmetrieach-
se zueinander verdrehten konzentrischen Ringen angeordnet sind. Die intermolekular
Wechselwirkung innerhalb der beiden Ringe unterscheiden sich stark voneinander. Ein
Ring enthélt BChl a Molekiile, die aufgrund ihres Abstands nur schwach miteinander
wechselwirken (ein Chromophor pro Protomer), der zweite Ring enthélt stark miteinan-
der wechselwirkende BChl a Molekiile, die dichter beieinander positioniert sind (zwei
Chromophore pro Einheitszelle). Dadurch kénnen sich Exzitonzustéande bilden, wel-
che die spektroskopischen Eigenschaften der LH2-Komplexe definieren. In Abbildung
1.2B ist beispielhaft das Absorptionsspektrum eines Ensembles von LH2-Komplexen
der Spezies Rps. acidophila dargestellt, welches verschiedene charakteristische Absorp-

tionsbanden aufweist. Bei etwa 500 nm ist die Absorptionsbande der Karotenoide zu
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Abbildung 1.2: Allgemeines Aufbauprinzip der peripheren Lichtsammel-
komplexe von Purpurbakterien (LH2) am Beispiel des B800-B850 Kom-
plexes der Spezies Rps. acidophila. A) Ein Karotenoid-Molekiil (hier: rhodopin
glucoside) und drei BChl @ Molekiilen werden von zwei Apoproteinen (a-Polypeptid
in blau, 3-Polypeptid in weifl) umschlossen und bilden zusammen eine Einheitszelle
(Protomer). Die unterschiedlichen Farben der BChl a Molekiile entspricht der Zuge-
horigkeit zu den B800 (gelb) und B850 (rot) Pigmenten. Neun Protomere formen in
Ringstruktur den LH2 Komplex von Rps. acidophila. B) Absorptionsspektrum eines
Ensembles von B800-B850 LH2 Komplexen. Die B800- und B850-Absorptionsbande
sind in gelb und rot dargestellt. Die Anordnung der BChl a Molekiile im B800- (gelb)
und B850-Ring (rot) ist zusammen mit den intermolekularen Distanzen in A neben
dem Spektrum dargestellt [18]. Abbildung nach [19].



1.2. Periphere Lichtsammelkomplexe LH2

erkennen. Bei LH2-Komplexen der Spezies Rps. acidophila handelt es sich um das
Karotenoid Rhodopin Glucoside, ein lineares Molekiil mit alternierenden Doppelbin-
dungen. Im nahen infraroten Bereich des Spektrums sind zwei Absorptionsbanden zu
erkennen, die mit den BChl a Molekiilen der zwei konzentrischen Ringen korrespon-
dieren. Der schwach gekoppelte Ring zeigt sich in einer Absorptionsbande bei 800 nm,
welche auch als B800-Bande bezeichnet wird. Der stark gekoppelte Ring ist Grund fiir
eine Absorptionsbande um 850 nm, daher wird diese auch als B850-Bande bezeichnet.
Dariiber hinaus gibt es eine weitere Absorptionsbande im nahen UV Spektralbereich,
die sogenannte Soret-Bande. Diese spiegelt einen elektronischen Ubergang in héhere
angeregte Zustande der BChl a Molekiile wider.

Die Proteinmatrix der LH2-Komplexe kann wie eine dielektrische Umgebung fiir die
Chromophore verstanden werden. Diese Matrix fluktuiert auf allen Zeitskalen und be-
einflusst so auch die angeregten Zustdnde und damit die spektroskopischen Eigenschaf-

ten der Pigmente im Proteinkomplex.

Das in Abbildung 1.2B gezeigte Absorptionsspektrum wird oft als ,Standard LH2
Spektrum® bezeichnet. In der Literatur findet man jedoch hiufig Abweichungen dieses
Musters [4], diese abweichenden Formen werden meist als LH3 oder LH4 Komplexe be-
zeichnet. Bakterien der Spezies Rps. acidophila, welche unter geringen Lichtbedingun-
gen gewachsen sind, bilden ebenfalls LH2-Komplexe mit einer neun-zéahligen Ringstruk-
tur aus, jedoch weist das Absorptionsspektrum der peripheren Antennenkomplexe eine
blau-verschobene B850-Absorptionsbande auf. Aus diesem Grund werden diese Anten-
nenkomplexe in der Literatur als LH3 oder B800-820 Komplex bezeichnet [10].

Ein weiteres Beispiel stellen LH2-Komplexe der Bakterienspezies Rps. palustris dar [22,
23]. Antennenkomplexe von Bakterien, die unter high-light (im Folgenden abgekiirzt
mit HL) Bedingungen geztichtet worden sind, weisen die gleichen spektralen Eigenschaf-
ten im nahen Infrarotbereich auf, wie die in Abbildung 1.2B gezeigten Eigenschaften
der Spezies Rps. acidophila. Die Absorptionsbanden von Rps. palustris LH2 Komple-
xen, welche unter low-light (im Folgenden abgekiirzt mit LL) Bedingungen gewachsen
sind, weisen hingegen Unterschiede auf. So ist hier weiterhin eine Bande bei 800 nm, so-
wie eine schwache Absorptionsbande bei 850 nm (siche Abbildung 1.3). Zudem ist eine
erhohte Absorption bei 820 nm festzustellen. Fir LH2-Komplexe der Spezies Rps. pa-
lustris wird daher von einer heterogenen Zusammensetzung der of3-Apoproteine aus-
gegangen. Der Ring setzt sich ebenfalls aus neun Untereinheiten zusammen, jedoch
besitzen die BChl a Pigmente im B850-Ring unterschiedliche Eigenschaften. Sechs der
af-Untereinheiten weisen B820-Eigenschaften auf, wahrend drei Einheitszellen B850-
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Abbildung 1.3: B800 und B850 Absorptionsbanden der high-light und low-
light LH2-Komplexe der Spezies Rps. palustris. Die Absoprtionsspektren sind
auf das Maximum der B800 Bande normiert. HL. LH2 (durchgezogene Linie) zeigt eine
hohe Absorption bei ca. 860 nm, wahrend das Maximum dieser Bande der LL LH2
(gestrichelte Linie) schwécher ausgeprigt und zu etwa 850 nm verschoben ist.

Eigenschaften besitzen [12].

Aus diesem Grund werden im Folgenden LH2 Komplexe, welche das ,Standard Spek-
trum® aufweisen als B800-B850 LH2 bezeichnet. Andere Komplexe werden entspre-
chend der spektralen Positionen der Absorptionsbanden benannt. Falls das keine Ab-
grenzung liefert werden die Komplexe mit dem Zusatz low-light (LL) oder high-light
(HL) benannt, entsprechend der Wachstumsbedingungen der jeweiligen Purpurbakte-

rien.

1.3 Koharente Spektroskopie an LH2

In vorangegangenen Forschungsarbeiten sind durch nicht-lineare Messmethoden, wie
zweidimensionale elektronische Spektroskopie (engl.: 2-dimensional electronic spectros-
copy, 2DES), an verschiedenen Lichtsammelkomplexen (FMO, LH2, ...) langlebige
Quantenkohérenzen beobachtet worden, deren Ursprung nicht ganzlich geklart ist. Mit
der Beobachtung dieser Kohérenzen stellte sich zusétzlich die Frage, inwiefern diese eine
Bedeutung in der Lichtsammelfunktion besitzen [24-31]. In einem ungestorten System
(ohne zeitabhéngige energetische Unordnung durch Fluktuationen der Proteinmatrix)
herrscht perfekte Koharenz, dadurch kommt jedoch kein effektiver Energietransfer zu-

stande. Auf der anderen Seite entstehen durch zu grofie Unordnung energetische Fal-
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len, welche effizienten Energietransfer hin zu einem Reaktionszentrum verhindern. Fiir
einen optimalen Ablauf des Lichtsammelprozesses in der biologischen Photosynthese
ist folglich beides, Kohérenz und Dekohérenz, nétig [32-35].

Mit Hilfe von 2DES koénnen viele dynamische Prozesse auf kurzen Zeitskalen beob-
achtet werden [24-31, 34, 36, 37]. Zur Untersuchung der nicht-linearen Signale hoherer
Ordnung sind jedoch sehr hohe Anregungsleistungen notwendig. Des Weiteren sind zu-
séatzliche Signale vorhanden, wie beispielsweise die Absorption der angeregten Zustande
(engl.: excited state absorption, ESA) oder Raman-Uberginge, welche Schwingungs-
Wellenpakete im Grundzustand induzieren. Diese erschweren es, aus dem gemessenen
Signal Riickschliisse iber den Ursprung der Koharenzen der fiir den Lichtsammelprozess
wichtigen niederenergetischen Exziton-Zustinde zu ziehen, welche von elektronischer
oder vibronischer Natur sein konnen. Zudem werden durch Messungen an Ensemble-
Proben ultraschnelle Prozesse in den Komplexen weggemittelt. Daher konnen Fluk-
tuationen der Relaxationspfade auf einer Zeitskala von mehreren Sekunden, aufgrund

von Konformationsanderungen des Proteingeriists, mit 2DES nicht aufgelost werden
[38-44].

Durch die Kombination von Einzelmolekiilspektroskopie und ultraschneller Spektro-
skopie konnen die oben beschriebenen Umstdnde umgangen und die Dynamiken der
Exziton-Zustande individueller Lichtsammelkomplexe beobachtet werden [45, 46]. Ers-
te Experimente an einzelnen LH2-Komplexen sind in der Gruppe von Prof. Dr. Niek
van Hulst in Barcelona durchgefiihrt worden [47]. Diese konzipierten eine Zwei-Farben-
Doppelpuls-Anregung, einem ersten Anregungspuls, welcher resonant mit der B800-
Bande ist, gefolgt von einem zweiten Puls, der wiederum (quasi-)resonant mit der
B850-Bande ist, und der eine feste Phasenbeziehung zu dem ersten Puls besitzt. Die Po-
pulation des angeregten LH2-Systems wurde durch das Fluoreszenzsignal detektiert. Es
konnte eine Modulation des Signals in Abhéngigkeit vom zeitlichen Abstand der beiden
Anregungspulse beobachtet werden, welche mit einer elektronischen Quantenkohérenz
zwischen den B800- und B850-Zustanden in Verbindung gebracht wurde. Zusatzlich
konnte eine Anderung der Fluoreszenzmodulation auf einer Zeitskala von mehreren
Sekunden beobachtet werden. Diese wurden auf Anderungen des Relaxationspfades
aufgrund von Konformationsdnderungen der Proteinmatrix einzelner LH2-Komplexe
zuriickgefithrt. In spateren Forschungsarbeiten wurden Fluktuationen der Relaxations-

zeiten auf dhnlich langen Zeitskalen beobachtet [45].
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1.4 Gliederung dieser Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit zur Erlangung des akademischen Grades Doktor der Na-
turwissenschaften (Dr. rer. nat.) werden die Interferenz von Exziton-Wellenpaketen
sowie die Anpassung von Energie-Relaxationspfaden in einzelnen LH2-Komplexen der
Bakterienspezies Rps. acidophila und Rps. palustris detailliert dargestellt und analy-
siert. Dazu wurde ein optischer Messplatz zur Messung von fluoreszenz-detektierter

ultraschneller Spektroskopie entwickelt und aufgebaut.

Nach einer Einfithrung in die photosynthetischen Prozesse der Purpurbakterien und
den peripheren Lichtsammelkomplexen in Kapitel 1, werden in Abschnitt 2 die grund-
legenden theoretischen Aspekte dargelegt, die zum Verstéindnis der Messungen und
deren Ergebnisse notwendig sind. Dabei wird zunéchst auf die photophysikalischen
Eigenschaften einzelner Molekiile eingegangen und anschlieBend die Wechselwirkung
mehrerer Chromophore miteinander erlautert. Hierbei wird auch der Bezug zu den in

dieser Arbeit untersuchten LH2-Komplexen gezogen.

In Kapitel 3 werden die experimentellen Methoden aufgezeigt. Zunéchst wird die Pra-
paration der vermessenen Proben beschrieben. Anschliefend wird der optische Aufbau
des entwickelten Fluoreszenz-Mikroskops dargelegt und vor allem auf die Besonderheit
der breitbandigen Anregungsquelle und des Pulsformers zur individuellen Formung der
Anregungspulse eingegangen. In diesem Zusammenhang werden nachfolgend die Me-
thoden zur Pulskompensation zur Gewéhrleistung von ultrakurzen Anregungspulsen,
als auch die Methode zur Erzeugung phasenstarrer Doppelpulse mit Hilfe des Pulsfor-
mers vorgestellt. AbschlieBend wird die Signalverarbeitung und die Analyse der erho-

benen Daten genauer betrachtet.

Kapitel 4 présentiert die Messergebnisse der Experimente an peripheren Lichtsam-
melkomplexen der Spezies Rps. acidophila. Im Speziellen wird auf die experimentellen
Parameter der jeweiligen Messungen eingegangen und die resultierenden Ergebnisse
dargestellt. Dabei wird unterschieden zwischen Experimenten, bei denen das Spek-
trum der Anregungspulse mit beiden Absorptionsbanden B800 und B850 iiberlappt,
und Messungen, bei denen nur die B850-Bande angeregt wird.

Die experimentellen Parameter und resultierenden Ergebnisse der Messungen an LL
LH2-Komplexen der Spezies Rps. palustris finden sich in Kapitel 5 wieder. Hier wurde

die Anregung beider Absorptionsbanden untersucht.
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Die Beobachtungen der beiden vorangegangenen Kapiteln werden in Kapitel 6 dis-
kutiert und ndher untersucht. Dabei werden zunéchst die Urspriinge der beobachteten
Fluoreszenzsignale besprochen. Im Anschluss wird genauer auf die Verdnderungen der
Beobachtungen auf einer Zeitskala von mehreren Sekunden eingegangen und Riick-

schliisse auf die physikalischen Prozesse in LH2 Komplexen gezogen.

Zuletzt werden noch einmal alle aus den Beobachtungen und Diskussionen gewonnenen
Erkenntnisse in Kapitel 7 zusammengefasst. Die Arbeit schlieft mit einem Ausblick auf

weitere, im Rahmen dieser Arbeit nicht behandelte Aspekte.
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Kapitel 2
Theoretische Grundlagen

Dieses Kapitel befasst sich mit den photophysikalischen Eigenschaften von Molekiilen
und der zugrundeliegenden Theorie. Dabei soll zunéchst auf das Verhalten von einzel-
nen Molekiilen bei Wechselwirkung mit Licht eingegangen werden. Ein weiterer Teil
befasst sich mit der Interaktion zwischen mehreren Molekiilen und den resultieren-
den neuen Eigenschaften, wie Energietransfer und Aggregation. Dies wird schlieflich

explizit am Beispiel von LH2-Komplexen aufgezeigt.

2.1 Wechselwirkung von Molekiilen mit Licht

Die Interaktion von eingestrahltem Licht mit absorbierenden Chromophoren stellt

einen zentralen Punkt dieser Arbeit dar.

Absorption oder Emission eines Photons durch ein Molekiile entspricht dem Ubergang
zwischen einem Grund- und einem angeregten Zustand des Molekiils. Diese in erster
Néherung stationdren Zusténde werden durch Wellenfunktionen |¥) beschrieben und

sind Losungen der zeitunabhéngigen Schrodinger Gleichung;:
H|U) = E|U) (2.1)

H entspricht bei einem Molekiil dem Viel-Korper-Hamiltonoperator, welcher alle Po-
tentiale und kinetischen Energien beschriebt, die im System auftreten [48]. Organische
Molekiile lassen sich durch die Bewegung und Wechselwirkung der involvierten Kerne
und Elektronen beschreiben, daher setzt sich der Hamiltonoperator wie folgt zusam-

men:

A

H=T.+Tx+ Ve + Vg + Vi (2.2)

11
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Die Indizes e und K stehen hierbei entsprechend fiir die Elektronen bzw. Kerne. 1.
und T stellen in Gl.(2.2) die kinetischen Energien der Elektronen und Kerne dar. Die
Wechselwirkungen zwischen den Teilchen werden durch die Potentiale Vee fur Elektron-
Elektron-, ‘76K fur Elektron-Kern- und VKK fur Kern-Kern-Interaktionen beschrieben.
Um GI.(2.1) unter diesen Bedingungen losen zu kénnen, muss es sich um ein sehr ein-
faches System, wie dem Wasserstoffatom (ein Kern und ein Elektron) handeln. Schon
fiir das néichst kompliziertere System eines Hj -Molekiils (zwei Kerne und ein Elektron)
ist eine genaue Losung nicht mehr maoglich.

Aus diesem Grund werden die Adiabatische Naherung, sowie die Born-Oppenheimer-
Néherung angewandt [48]. Hierbei beachtet man die um viele GréB8enordnungen héhere
Masse der Kerne im Vergleich zu den leichteren Elektronen. Dies lasst die getrennte
Betrachtung der Bewegung von Elektronen und Kernen zu. Die rdaumliche Position
der Kerne kann in erster Naherung als konstant angenommen werden, wohingegen die
Bewegung der Elektronen den Kernschwingungen folgt. Somit lasst sich die Gesamt-
wellenfunktion |¥) in einen rein elektronischen Anteil |¢)g) und einen weiteren Teil

|thyin), der die Schwingungen der Kerne beschreibt, aufteilen:

‘\Ij> = ‘welwvib> (23)

Bei der Wechselwirkung des Systems mit elektromagnetischer Strahlung kann ein Mole-
kil vom Grundzustand in den angeregten Zustand wechseln. Quantenmechanisch kann
dies als kleine Storung des Systems betrachtet werden. Zur Bestimmung der Rate eines
solchen Ubergangs wird daher eine zeitabhingige Storungsrechnung durchgefiihrt.

Die eingestrahlte elektromagnetische Welle wird als Storungsterm H (t) zum zeitunab-

héngigen Hamiltonoperator des ungestorten Systems H, hinzu addiert:
H=Hy+ H'(t), (2.4)
fiir die kleine Storung gilt dabei:
H(t)=—-E(t)-fu=—E/(t)-ef (2.5)

Hier entspricht E dem eingestrahlten elektromagnetischen Feld, f1 = e? beschreibt den
Dipoloperator, mit der Elementarladung e und dem Abstandsvektor r. In der Dirac-
Notation lassen sich der stationdre Hamilton-Operator, sowie der Storungsterm wie

folgt ausdriicken:
Hy = H, |Sn,v) (S, V| (2.6)

12
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Abbildung 2.1: Jablonski Diagramm eines willkiirlichen Chromophors.
Die stationdren Zustande mit ihren Vibrationszustinden, sowie den Phononen-
Seitenbanden sind als schwarze horizontale Linien eingezeichnet. Uberginge zwischen
den Zustdanden werden durch vertikale Pfeile beschrieben, dabei stellen griine Pfeile
Absorptionsvorgange, hellrote Fluoreszenzemission und dunkelrote Phosphoreszenze-
mission dar. Der blaue Pfeil referenziert Anregungen in hohere angeregte Zustéande.
Gelbe gestrichelte Pfeile bilden strahlungslose Uberginge, wie interne Konversion oder
ISC ab. Details siehe Text.

H' = Hym |Sn, 1) (S, v (2.7)

Dabei entsprechen S,,,, stationaren Zustdnden des System, H, spiegelt die Eigen-
energie eines solchen Zustands wieder, H,,, beschreibt die Energie des Wechselwir-
kungsfeldes. Zusétzlich sind die Vibrationszustdnde der entkoppelten Wellenfunktio-
nen v; bzw. v;, wobei i und j den Vibrationszustand eines elektronischen Zustands
ausdriicken, der Apostroph teilt den Vibrationszustand dem entsprechenden elektroni-

schen Zustand zu.

Ubergénge zwischen den verschiedenen elektronischen Zustinden koénnen durch ein
Jablonski-Diagramm, wie in Abbildung 2.1 fiir ein beliebiges Chromophor, dargestellt
werden. Das Diagramm stellt elektronische Zustédnde als durchgezogenen Linien dar,
in diesem Beispiel sind ein Grundzustand (Sy), sowie mehrere angeregte Singulett Zu-
stdnde zu sehen. Hier driickt S; den ersten angeregten Singulettzustand aus, wihrend
Sy, beliebig hohere Singulettzustande reprasentiert. Jeder elektronische Zustand besitzt

Vibrationsunterzustande (v), wie bereits in G1.(2.3) suggeriert, die in Abbildung 2.1

13



Kapitel 2. Theoretische Grundlagen

durch feinere horizontale Linien dargestellt. Diese visualisieren die Energiezustande der
Molekiilschwingungen. Zusétzlich sind Wechselwirkungen des Molekiils mit der Umge-
bung durch Phononen-Unterzustédnde als weitere feine horizontale Linien oberhalb der
Schwingungsniveaus dargestellt, diese driicken sich z.B. durch schnelle Fluktuationen
und Schwingungen von Proteinen, welche das Molekiil umgeben. Die durchgezogenen
Pfeile von Grund- in einen angeregten Zustand (griin), bzw. vom ersten angeregten
Zustand in den Grundzustand (hellrot) entsprechen den strahlenden Ubergingen der
Absorption bzw. Fluoreszenz. Strahlende Ubergénge finden aufgrund von Kashas Regel
immer aus dem energetisch tiefsten Niveau des Grundzustands oder des angeregten Zu-
stands statt [49]. Im Gegensatz zu den strahlenden Ubergingen werden nicht-strahlende
Ubergénge mit gestrichelten Pfeilen veranschaulicht. Hierbei kann es sich um Relaxa-
tionsvorgange, bei denen kein Photon emittiert wird, z.B. aus den héheren Vibrations-
niveaus in das tiefste Vibrationsniveau eines angeregten Zustands handeln. Dies wird
aus dem Englischen auch als Internal Conversion (IC) bezeichnet [50]. Energietransfer
von einem Molekiil zu einem benachbarten stellt eine weiteren strahlungslosen Uber-
gang dar. Erginzend ist der Ubergang durch Inter-System Crossing (ISC) hin zu einem
angeregten Triplettzustand des Chromophors abgebildet.

Ein solcher Triplettzustand besitzt eine Spin-Quantenzahl von 1, wahrend die Spin-
Quantenzahlen von Singulett-Zustéinden 0 betrigt. Ubergéinge zwischen Zusténden un-
terschiedlicher Spin-Quantenzahlen sind optisch verboten, jedoch kénnen durch Spin-
Orbit Kopplung Wellenfunktionen der Triplett-Zustédnde Singulett-Anteile erhalten und
umgekehrt [51]. Dadurch sind Uberginge zwischen dem ersten angeregten Triplett-
Zustand und dem Grundzustand méglich (dunkelrote Pfeile in Abbildung 2.1).

Fiir einen rein elektronischen Ubergang (ohne weitere Wechselwirkung des Chromo-

phors mit der Umgebung) folgt aus der Unschéarferelation [52]:
AvAt < 1 (2.8)

dass die Linienbreite des Ubergangs durch die natiirliche Lebensdauer 7; bestimmt
wird. Da es sich bei einem solchen Ubergang um einen exponentiellen Zerfall handelt,
entspricht die Linienform im Energiespektrum einer Lorentzkurve, mit der homogenen

Linienbreite: .

21T

Thom = (2.9)

Diese Linienbreite wird auch als Zero Phonon Line (ZPL) bezeichnet, da in dieser

Betrachtung noch keine Wechselwirkung mit Phononen stattgefunden hat [53]. Die
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Kopplung des Chromophors an eine schnell fluktuierende Umgebung (und damit die
Wechselwirkung des Systems mit Phononen) hat eine Dephasierung der Zustiande und

somit eine homogene Verbreiterung der Absorptionslinie zur Folge [54]:

1 1
Thom = 2.10
h 21T * w15 (T) ( )

wobei 75 auch als reine Dephasierungszeit bezeichnet wird, die temperaturabhéngig ist
[55, 56]. Bei einer linearen Elektron-Phonon-Kopplung gibt es zudem Ubergéinge in die
Phononenzustédnde der elektronischen Zustédnde. Dies driickt sich im Energiespektrum
durch eine Phononenseitenbande (engl.: phonon side band, PSB) aus [56]. Der Debye-
Waller Faktor apy beschreibt dabei das Verhéltnis zwischen der Intensitit der Null-

Phononen-Linie und der Phononen-Seitenbande:

Izpr _s

A pw =€ (211)

~ Izpr+ Ipss

und ist mit dem Huang-Rhys Faktor S verkntipft [57]. Bei einem Faktor von S < 1
spricht man von schwacher Elektron-Phonon-Kopplung, die Phononen-Seitenbande (ro-
te Linie in Abbildung 2.2A) ist schwécher ausgeprégt, als die Null-Phononen-Linie
(blaue Linie). Dies ldsst sich bei Tieftemperatur-Experimenten beobachten [19, 58]. Im
Vergleich dazu dominiert die PSB fiir einen grofien Huang-Rhys Faktor S > 1 (Abbil-
dung 2.2B). Dies kann bei hohen Temperaturen des Systems beobachtet werden.

Neben diesen homogenen Verbreiterungsmechanismen, koénnen durch langsame Fluk-
tuationen des Systems auch inhomogene Verbreiterungen einer Spektrallinie stattfin-
den. Ein solcher Mechanismus ist bei der Beobachtung eines Ensembles von Chromo-
phoren zu erkennen. Da jedes Molekiil eines solchen Ensembles durch die Wechselwir-
kung mit seiner Mikroumgebung eine eigene spektrale Verschiebung erfahren kann, ist
im Experiment eine verbreiterte Absorptionsbande zu sehen [57]. Dieser Sachverhalt ist
auch in Abbildung 2.2C dargestellt, die grauen Einzellinien stellen die Absorption der
individuellen Chromophore da, welche sich zu einer inhomogen verbreiterten schwarzen
Absorptionslinie des Ensembles aufsummieren.

Aufgrund von dynamischen Fluktuationen der Umgebung eines einzelnen Chromophors
und der damit zeitlich variierenden Wechselwirkung, kann sich der Ubergang auch zeit-
lich spektral verschieben. Hierbei spricht man auch von dynamischer Unordnung des
Systems. Unter bestimmten experimentellen Bedingungen, wie zeitliche Integration des

Messsignals, fithrt dies ebenfalls zur inhomogenen Verbreiterung der Spektrallinie. In
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Abbildung 2.2: Mechanismen der homogenen und inhomogenen Linienver-
breiterung. Homogene Linienverbreiterung bei A) niedrigen und B) hohen Tempe-
raturen. Die Intensitdt der Null-Phononen-Linie (ZPL) ist in blau, die Intensitat der
Phononen-Seitenbande in rot dargestellt. C) Inhomogene Verbreiterung in einem En-
semble (schwarz) von einzelnen Komplexen (grau), die alle unterschiedliche Wechsel-
wirkung mit ihrer Mikroumgebung erfahren. D) Inhomogene Verbreiterung in einem
individuellen Komplex durch zeitliche spektrale Diffusion des Ubergangs (grau). Wéh-
rend eines Messvorgangs wird iiber alle spektralen Positionen des Ubergangs innerhalb
der Integrationszeit gemittelt.

Abbildung 2.2D ist zu sehen wie die Absorptionslinie eines einzelnen Chromophors
(grau) mit der Zeit statistisch um einen Mittelwert (rote Linie) fluktuiert. Die zeitliche
Mittelung des Signal entspricht der schwarzen Kurve. Eine solche zeitliche Verénderung

der spektralen Position bezeichnet man auch als spektrale Diffusion [53].

In Bezug auf das im Rahmen dieser Arbeit betrachtete System der LH2 Komple-
xe, beschreibt die Wechselwirkung von elektromagnetischer Strahlung mit einzelnen
Chromophoren die Absorption und Emission der individuellen Bakteriochlorophylle
des Pigment-Protein-Komplexes. Die Uberginge vom Grundzustand in die angeregten
Singulett-Zusténde, wie im Jablonski-Diagramm (Abbildung 2.1) dargestellt, zeigen
sich im Absorptionsspektrum (vgl. Abbildung 1.2) an den @,- und @,-Banden, so-
wie den Soret-Banden im UV-Bereich des Spektrums (Ubergang in héhere angeregte
Zustéande)
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2.2 Wechselwirkung zwischen zwei Chromophoren

Im vorherigen Abschnitt wurde die Wechselwirkung eines einzelnen Chromophors mit
Licht behandelt. Im Rahmen dieser Arbeit werden multichromophore Pigment-Protein
Komplexe untersucht, bei denen einzelne Chromophore in einem Proteingeriist mit
anderen Molekiilen wechselwirken konnen. Daher sollen im Folgenden auf die Effekte

solcher Interaktionen zunichst zweier Ubergangsdipolmomente eingegangen werden.

Die Wechselwirkung zwischen zwei Molekiilen stellt einen zusatzlichen Term im ge-
samten Hamiltonoperator des Systems dar, welcher bereits die Hamiltonoperatoren
der beiden nicht miteinander wechselwirkenden Molekille A, und H, enthélt [51, 59]:

ﬁ:E1|1><1|+E2|2> (2] + Ji2 1) (2] (2.12)

Der zusétzliche Term Jy2 |1) (2| beschreibt die Kopplung zwischen den Molekiilen 1 und
2 mit den Wellenfunktionen und Eigenenergien |1) und E; bzw. |2) und E,. Fir die
Wechselwirkung der Ubergangsdipolmomente kann eine Punkt-Dipol-Niherung ange-

nommen werden:

Joo= e (B Bom) (o - B
" Areoe, | RE, Ry

(2.13)

Die Wellenfunktion des Systems lésst sich als Superposition der gewichteten einzelnen
Wellenfunktionen der Molekiile darstellen:

) =1 |1) +c2]2) (2.14)

c12 stellen hier Koeffizienten dar, welche die Anteile der urspriinglichen Wellenfunk-
tionen |1) und |2) an der neuen Wellenfunktion |¥) beschreiben. Durch die zusétzliche
Interaktion Jio sind die Energien E; und FEs nicht mehr die Eigenwerte des Systems.
Die neuen Eigenzustéinde und Eigenenergien kénnen durch Diagonalisierung des Hamil-
tonoperators in Gl.(2.12) bestimmt werden. Durch Losen des Eigenwertproblems erhélt

man die Wellenfunktionen und Energieeigenwerte der neuen angeregten Zustéande:

1+s I1Fs
ka) = 1) + e 2) = =52 1y =22 12) (2.15)
By = Ep /A 4+ T3, (2.16)
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Abbildung 2.3: Zustandsdiagramm zweier wechselwirkender Chromophore.
Die Grund- bzw. angeregten Zustande der Molekiile 1 und 2 sind in schwarz bzw. rot
dargestellt. Fiir eine schwache Wechselwirkung zwischen den Chromophoren entspre-
chen die Zustande und Eigenenergien denen der urspriinglichen Molekiile (links). Wird
die Kopplung stérker spalten die Zusténde in zwei Exziton-Zustande |ky) auf (rechts).

.. A . .
Dabei gilt s = Jaer E, = %(El + FEy) und A = %(El — E5). Das Verhaltnis der
Stiarke der Wechselwirkung zur energetischen Unordnung der beteiligten Zusténde %

grenzt zwei Spezialfille voneinander ab.

Fir % > 1 wird von starker Kopplung zwischen den Ubergangsdipolmomenten
gesprochen. Gl.(2.15) und GI.(2.16) implizieren eine Aufspaltung der urspriinglichen
Energieniveaus der einzelnen Molekiile in zwei angeregte Zusténde |k+) mit den Ener-
gieniveaus F.. Die Anregung ist delokalisiert, sodass nicht explizit bestimmt werden
kann, welches der urspriinglichen einzelnen Molekiile angeregt ist. Fiir die Ubergangs-

dipolmomente der beiden neuen Zusténde gilt dann:

Ui = C1py £ Copaa (2.17)

p4 und p_ sind senkrecht zueinander orientiert.
Der zweite Grenzfall % < 1 beschreibt eine schwache Kopplung der Molekiile. An-
gewandt auf die G1.(2.15) und Gl.(2.16) folgt hierfiir:

ky) ~|1,2) (2.18)

E:I: ~ ELQ (219)

Die Zustdande und Energien entsprechen den urspriinglichen Werten der nicht unter-
einander wechselwirkenden Molekiilen. In Abbildung 2.3 sind die Energiezustéande fiir

schwache (links) und starke (rechts) Kopplung zwischen zwei Chromophoren graphisch
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dargestellt.

Beide Grenzfille spielen in den LH2-Komplexen der Purpurbakterien eine wichtige
Rolle. In den folgenden Kapiteln soll daher genauer auf die Kopplung und die daraus
resultierenden Dynamiken eingegangen werden. Zudem soll der Bezug zu den Energie-

dynamiken in LH2-Komplexen hergestellt werden.

2.3 Schwache Kopplung

Fiir kleine Wechselwirkungsenergien und signifikante Unterschiede zwischen den ange-
regten Energieniveaus zweier benachbarter Chromophore spricht man von einer schwa-
chen Kopplung der Ubergangsdipolmomente. In diesem Regime ist die elektronische
Kopplung deutlich kleiner als sowohl die energetische Unordnung der Ubergénge als
auch die Kopplung der Chromophore an ihre vibrationale Umgebung. Entsprechend
bleiben die urspriinglichen, lokalisierten angeregten Zustande der einzelnen Chromo-
phore sowie deren Energieniveaus in erster Nédherung unverdndert, wie in Gl. (2.18)
und (2.19) bereits dargelegt und schematisch in Abbildung 2.3 (links) dargestellt. Die
Anregung ist somit auf einem der beteiligten Chromophore lokalisiert und kann durch

einen Frenkel-Exziton mit iberwiegend lokalem Charakter beschrieben werden [60].

Obwohl die elektronische Kopplung in diesem Fall zu schwach ist, um eine Deloka-
lisierung der Anregung iiber mehrere Chromophore zu bewirken oder eine nennenswer-
te energetische Aufspaltung der Zustande hervorzurufen, ist sie dennoch ausreichend,
um einen effizienten Energietransfer zwischen den Chromophoren zu erméglichen. Der
Energietransfer erfolgt hierbei als strahlungsfreier, dipol-dipol-vermittelter Prozess und
wird durch den Férster-Resonanz-Energietransfer (FRET) beschrieben [61, 62]. Die-
ser Mechanismus basiert auf der Coulomb-Wechselwirkung der Ubergangsdipolmomen-
te und ist charakterisiert durch eine starke Abhéangigkeit der Transfergeschwindigkeit
vom Abstand der Chromophore sowie vom spektralen Uberlapp zwischen Donoremis-

sion und Akzeptorabsorption.

Im Grenzfall schwacher Kopplung und starker System-Bad-Wechselwirkung kann der
Energietransfer als ein inkohérenter Prozess beschrieben werden, bei dem die Anre-
gung diskret von einem Chromophor zum néachsten tibertragen wird. Dieser Prozess
wird haufig auch als ,,Hopping“ bezeichnet und steht im Gegensatz zur koharenten

Exzitondynamik, wie sie bei starkerer Kopplung auftritt [63, 64]. Die Forster-Theorie
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liefert in diesem Regime eine gute Beschreibung der Energietransferraten und erlaubt
es, experimentell beobachtete Transferzeiten quantitativ mit strukturellen Parametern

der Chromophoranordnung zu verkntipfen.

Fiir die BChl a Molekiile des B800-Rings in LH2-Komplexen der Spezies Rps. acidophila
sind energetische Unordnungen von etwa 125cm™! sowie eine Kopplungsstirke von le-
diglich —24 ecm ™! zwischen benachbarten Molekiilen bekannt. Das negative Vorzeichen
der Kopplung lisst sich durch die Spitze-zu-Fu-Anordnung der Ubergangsdipolmo-
mente im B800-Ring erklaren [21, 65]. Aufgrund der vergleichsweise groen Unordnung
gegeniiber der Kopplungsstarke ist eine Delokalisierung der Anregung tiber mehrere
B800-Chromophore energetisch nicht begiinstigt. Die Energiedynamik des B800-Rings
lasst sich daher sehr gut im Rahmen der schwachen Kopplung und eines Forster-artigen
Energietransfers beschreiben, was auch durch zeitaufgeloste spektroskopische Studien

experimentell bestétigt wurde [66].

Insgesamt stellt der B800-Ring in LH2-Komplexen somit ein anschauliches Beispiel
fiir ein photosynthetisches System dar, in dem Energieiibertragung tiberwiegend in-
kohérent erfolgt und durch lokale Anregungen sowie stochastische Fluktuationen der
Energieniveaus gepragt ist. Dieser Grenzfall der schwachen Kopplung bildet einen wich-
tigen Referenzpunkt fiir die Einordnung der Energiedynamik komplexerer, stiarker ge-

koppelter Pigmentsysteme.

2.4 Starke Kopplung

In Kapitel 2.2 und Abbildung 2.3 rechts ist der Grenzfall der starken Wechselwirkung
zwischen zwei Chromophoren dargestellt. Dieses Modell soll im folgenden Abschnitt

auf N miteinander wechselwirkenden Molekiilen ausgeweitet werden.

Fiir eine Zahl N > 2 wechselwirkender Chromophore erweitert sich der Hamilton-

operator H fiir das System:

N N N
= > (Eo+AE,) [n) (| + =3 > Jom ) (2.20)
n=1 m

n#m

DN | —

Die Zustande |n) und |m) beschreiben das Molekiil n bzw. m, auf dem die Anregung

lokalisiert ist. Fiir die zugehorigen Eigenenergien Fy des ungestorten Systems ist eine
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Unordnung 0 FE,, beriicksichtigt, welche sich fiir die verschiedenen Chromophore indi-
viduell unterscheidet. Diese nennt man auch diagonale Unordnung, da sie sich auf die
diagonalen Matrixelemente des Hamiltonoperators bezieht. Die Starke der Wechselwir-
kung zwischen den Molekiilen n und m wird durch .J,,,,, ausgedriickt. Die Eigenzustande
|k) des Hamiltonoperators werden auch Frenkel-Ezzitonen genannt [67, 68]. Sie entspre-

chen einer Linearkombination der urspriinglichen Zusténde |n):

k) (t) = Zlcnk(t) n), (2.21)

wobei ¢, (t) zeitabhiangige Koeffizienten sind. Fiir die Anordnung in einem homogenen
Ring (lineare Kette, periodische Randbedingungen, AE,, = 0 fiir alle n) erhalt man:

1 N

) = = 32 e o), (2.22)

n=1

mit den zugehorigen Eigenenergien Fj:
21k
By = Ep + 2| ] cos (;) (2.23)

Aus G1.(2.23) geht hervor, dass die Aufspaltung zwischen energieirmsten und ener-
giereichsten Exziton-Zustand 4 |.J,,,,| entspricht. Aufgrund der Symmetrie des Cosinus-
Anteils ist ebenfalls ersichtlich, dass die Zustdnde paarweise entartet sind, mit Aus-
nahme des energiedrmsten und energiereichsten Zustands [69, 70]. Aus diesem Grund
werden die Zustande k = 1, ..., N umnummeriert in £ = 0, £1, £2, ..., —i—% fiir eine gera-
de Anzahl an Chromophoren, bzw. k =0, +1, +2, ..., j:% fiir ungeradzahlige N. Die
Ubergangsdipolmomente p, der Zustinde |k) lassen sich ebenfalls aus der Summe der
Ubergangsdipolmomente der einzelnen Molekiile gy, gewichtet mit dem zugehérigen
Faktor c,:

N

i = Z Crkn (2.24)

n=1
Fiir den homogenen Ring ergibt sich daraus, dass die Oszillatorenstarke in den Zustan-
den k = %1 konzentriert ist [71, 72].
Nun soll die diagonale Unordnung mit berticksichtigt werden (AFE,, # 0). Dies fiihrt zu
einer Mischung der Exziton-Zustédnde, wodurch sich die Oszillatorenstéirke auch auf den
Zustand k = 0 verteilt. Ebenfalls &ndern sich die Energieniveaus der Exziton-Zustéinde,

wodurch die paarweise Entartung aufgehoben wird [73, 74]. Die Aufspaltung der Ener-
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Abbildung 2.4: Zustandsdiagramm fiir N miteinander wechselwirkenden
Chromophoren. Grundzustande sind in schwarz, angeregte Zustédnde in rot abge-
bildet. Die Aufspaltung der Energieniveaus |n) ist dargestellt fir die Anordnung von
N = 18 Chromophoren in einem homogenen Ring. Die schwarzen Pfeile skizzieren die
Anordnung der Ubergangsdipolmomente und geben keine Auskunft iiber deren Anzahl.

gieniveaus ist fiir den Spezialfall eines homogenen Rings mit N = 18 Chromophoren in
Abbildung 2.4 dargestellt. Die neuen Zustiande werden typischerweise in einer Leiter-
darstellung aufgetragen. Die ohne energetische Unordnung entarteten Zustande sind
links und rechts nebeneinander dargestellt, wihrend der energiedrmste (k = 0) und

energiereichste Zustand (k = 9) mittig prasentiert sind.

Dieses Model beschreibt die Situation der Energielandschaft des B850-Rings sehr gut
[69-72, 74, 75]. In dem eng gepackten Ring eines LH2-Komplexes der Spezies Rps. aci-
dophila liegen 18 BChl a Molekiile vor. Fiir die Wechselwirkung zwischen zwei benach-

barten BChl a sind dabei Werte von J,,,, ~ 300 cm~! ermittelt worden.

2.5 Spektroskopische Eigenschaften von LH2 Kom-

plexen

Die theoretischen Uberlegungen aus den vorherigen Kapiteln sollen im Folgenden am
Beispiel von LH2 Komplexen zusammengetragen und die Absorptionseigenschaften ver-
deutlicht werden. In Abbildung 2.5 sind dafiir die Absorptionsspektren von BChl a (A),
sowie von einem kompletten LH2 Komplex der Spezies Rps. acidophila (B) dargestellt.
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Abbildung 2.5: Absorptionsverhalten von BChl a Molekiilen im Vergleich
zu LH2 Komplexen. A) Absorptionsspektrum eines Ensembles von BChl a Mole-
kiilen, Daten entnommen aus [4]. B) Absorptionsspektrum eines Ensembles von LH2
Komplexen der Spezies Rps. acidophila, Daten entnommen aus [19]. Details siehe Text.

Betrachtet man zunéchst einzelne BChl a Molekiile, so weisen diese eine (),-Bande
bei etwa 570nm und eine (),-Bande bei ca. 760 nm auf (vgl. Abbildung 2.5A). Diese
entsprechen dem Ubergang vom Grundzustand in den ersten angeregten Singulett-
zustand. Zudem lasst sich im Bereich von 200 nm bis 300 nm eine Absorptionsbande
erkennen. Diese weist auf einen hochenergetischen Ubergang hin und stellt den in Ab-
schnitt 2.1 elektronischen Ubergang in hohere Zusténde dar. Sie wird als Soret-Bande
bezeichnet.

27 solcher BChl a Molekiile sind in einem Proteingeriist in zwei konzentrischen Rin-
gen a 9 bzw. 18 Molekiilen angeordnet. Im 9-Molekiile-Ring herrscht nur eine schwache
Wechselwirkung zwischen den Chromophoren, daher konnen Chromophore als separiert
betrachtet werden und wechselwirken nur mit dem eingestrahlten Licht (Zustands-
tibergang) und mit dem umgebenden Proteingertist, was zu einer Rotverschiebung
der Absorptionsbanden fithrt. Der zweite Ring, welcher 18 BChl a Molekiile enthélt,
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weist eine starke Kopplung zwischen den Q,-Ubergangsdipolmomenten auf. Aufgrund
der ringférmigen Anordnung der Chromophore, sowie der Head-to-Tail-Orientierung
der Ubergangsdipolmomente bildet sich eine energetische Exzitonband-Struktur aus
(vgl. Kapitel 2.4). Dabei besitzen im Wesentlichen nur die niedrigsten Exzitonzu-
stande (kK = 0,%1) Oszillatorenstiarke mit dem Grundzustand, wodurch es zu einer
Rotverschiebung der Absorption im Vergleich zum isolierten BChl a Molekiil kommt
(~ 860nm). Diese Wechselwirkung variiert fiir LH2 Komplexe anderer Spezies, welche
keine neun-, jedoch z.B. eine acht-zéhlige Ringstruktur aufweisen [41]. Durch die unter-
schiedlichen Starken der Wechselwirkung zwischen den BChl a Molekiilen in den beiden
Ringen, entstehen aus der urspriinglichen @),-Bande der BChl a Molekiile zwei Absorp-
tionsbanden im LH2 Komplex. Die B800-Bande bei 800 nm beschreibt die (aufgrund
der Wechselwirkung der Chromophore mit dem umgebenden Proteingertist) leicht rot-
verschobene Absorption der Molekiile des 9-Molekiil-Rings, wéihrend die Bande bei
860 nm (B850-Bande) der Absorption der stark miteinander wechselwirkenden BChl a
Molekiile im 18-Molekiil-Ring entspricht.

Auch im Absorptionsspektrum der LH2-Komplexe lasst sich hochenergetische Bande
zwischen 350 nm und 400 nm ausmachen. Diese beschreibt hier ebenfalls die Ubergéin-
ge vom Grundzustand des System in hohere angeregte Singulettzustéinde und wird als

Soret-Bande bezeichnet.
Abschlielend sollen noch die ebenfalls im Proteingeriist enthaltenen Karotenoide er-

wahnt sein, welche zu einer Absorptionsbande im sichtbaren Spektrum bei etwa 500 nm

fuhren.
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Kapitel 3

Material und Methoden

Dieses Kapitel enthalt eine detaillierte Beschreibung der Probenpraparation und des
Versuchsaufbaus, der zur Untersuchung der Proben verwendet wurde. Dazu werden
die experimentellen Methoden erldutert. Zunéchst soll die Préaparation der im Rah-
men dieser Arbeit untersuchten LH2-Proben in Abschnitt 3.1 dargelegt werden. Der
experimentelle Aufbau wird in Abschnitt 3.2 gezeigt. Zum besseren Versténdnis der
Experimente wird in den Abschnitten 3.3 und 3.4 die experimentelle Methode zur Kom-
pensation ultrakurzer Pulse und die Erzeugung kohéarenter Pulspaare zur Durchfithrung
von fluoreszenzdetektierter koharenter Spektroskopie beschrieben. Abschliefend wird

die Datenaufnahme und Analyse der aufgenommenen Daten in Kapitel 3.5 dargelegt.

3.1 Probenpriaparation

Im Rahmen dieser Arbeit wurden B800-B850 LH2-Komplexe der Spezies Rps. acido-
phila, sowie LH2-Komplexe der Spezies Rps. palustris, welche unter schwachen Licht-
bedingungen gewachsen sind, untersucht. Die LH2 Proben wurden von unseren Koope-
rationspartnern Richard J. Cogdell (Universitiat Glasgow) und Alastair T. Gardiner
(Universitdt Glasgow und Centre Algatech Trebon) isoliert [12, 76]. Kurz zusammen-
gefasst werden die Membranzellen der Purpurbakterien mithilfe einer French-Presse
aufgebrochen, nicht gewiinschte Fragmente werden zunédchst durch langsame, dann
durch schnelle Zentrifugation entfernt. Das Produkt wird anschliefend in einem Deter-
genzpuffer (Tris/HCI, pH 8,0, 0,1 % LDAO) geldst, nicht-16sliche Stoffe werden erneut
durch Zentrifugieren entfernt. Das geloste Material wird auf einem Sucrose Dichte
Gradient gebettet und zentrifugiert (190000g, 14h). Aufgrund der unterschiedlichen

Massen werden LH2-Komplexe und RC-LH1-Komplexe voneinander getrennt und iso-
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liert [4, 76].

Alle bereitgestellten Proben werden bis zur Verwendung in einer Detergenzpufferlo-
sung (Tris/HCI, pH 8,0, 0,1 % LDAO) bei —80°C gelagert. Zur Untersuchung einzelner
Komplexe wurden die Stammlosungen in mehreren Schritten auf eine Konzentration
von ~10pM weiter verdiinnt. Im letzten Schritt der Verdiinnung enthéalt die Puffer-
losung 2% (w/w) Polyvinylalkohol (PVA). Ein Tropfen von ~ 20uL wird auf einem
zuvor mit Aceton gereinigtem Deckglas gespincoated, wodurch ein diinner Polymerfilm
mit eingebetteten isolierten LH2-Komplexen entsteht [19, 41]. Die Probe wird dann
sofort in einer selbst entwickelten Raumtemperatur-Vakuumkammer montiert und mit
Argongas geflutet, um ein Ausbleichen durch Reaktion mit Sauerstoff zu vermeiden
[51, 59].

3.2 Experimenteller Aufbau

In diesem Abschnitt wird der Aufbau zur Durchfiihrung ultraschneller Spektroskopie
an einzelnen LH2-Komplexen beschrieben. Abbildung 3.1 zeigt das Konzept des selbst-

gebauten Fluoreszenzmikroskops.

Zur Erzeugung der Anregungspulse wird ein Ti:Sa-Lasersystem (Titan-Ionen-dotiertes
Saphirkristall-System, Modell Griffith W-10, KMLabs) verwendet, das durch Moden-
kopplung Laserpulse von etwa 30 fs Dauer und einer Wiederholrate von 80 MHz erzeu-
gen kann. Die Wellenlénge der Ausgangspulse kann durch Prismen in einem Bereich von
700 nm bis 920 nm durchgestimmt werden, die Ausgangsleistung betréigt bis zu 600 mW.
Der Anregungsstrahl durchlauft einen dielektrischen Langpassfilter (AHF, Grenzwel-
lenlédnge: 610nm), sowie einen variablen Kurzpassfilter (AHF, eingestellte Grenzwel-
lenlénge: ca. 875nm). Zur Einstellung der Anregungsleistung werden zwei Filterrader
(Thorlabs) verwendet, mit welchen sich die optische Dichte (OD) kontinuierlich in ei-
nem Bereich von 0,0 bis 4,0 pro Rad einstellen lasst.

Die Laserpulse konnen mit einem Pulsformer MIIPS-HD (BiophotonicSolutions Inc.)
mit einer gefalteten 4f-Anordnung weiter komprimiert und manipuliert werden. Die
spektralen Komponenten der eingehenden Pulse mit einer Bandbreite Av werden dabei
durch ein goldbeschichtetes Gitter gebeugt und durch eine Linse in der Maskenebene
fokussiert, in der ein rdumlicher Lichtmodulator (engl.: spatial light modulator, SLM),
der aus einem Fliissigkristalldisplay (engl.: liquid crystal display, LCD, 800 x 600 Pixel,
LCOS-SLM X11840-07(X), Hamamatsu) besteht, platziert ist. Mit Hilfe der kommer-
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Abbildung 3.1: Experimenteller Aufbau. Die vom Ti:Sa-Lasersystem (rot) er-
zeugten Laserpulse durchlaufen dielektrische Reinigungsfilter sowie zwei reflektierende
OD-Réder zur Regulierung der Anregungsleistung und werden im Pulsformer (orange)
komprimiert und manipuliert. Mit Hilfe eines Raumfilters (ein Teleskop aus zwei Linsen
mit einer Lochblende in der Brennebene) wird nach dem Pulsformer nur die erste Ord-
nung ausgewahlt. Die Anregung wird tiber einen Glaskeil, der als Strahlteiler fungiert,
auf die Probe gerichtet. Mit Hilfe eines Scan-Spiegels und eines Systems telezentrischer
Linsen kann der Anregungs- und Detektionspunkt auf der Probe rdumlich verschoben
werden. Ein Wasserimmersionsobjektiv fokussiert die Anregung auf die Probenebene.
Die Fluoreszenz wird mit demselben Objektiv aufgefangen. Eine Reihe von Emissions-
filtern blockiert das verbleibende Streulicht aus der Anregung des durch den Glaskeil
iibertragenen Lichts. Das Fluoreszenzlicht kann entweder mit einer CCD-Kamera oder
einem Einzelphotonen-Z&hlmodul erfasst werden. Abbildung nach [77]. Details siehe
Text.
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ziellen Software MIIPS 2.0 konnen Masken fiir das LCD implementiert werden, welche
die Polarisation und den Brechungsindex der einzelnen Pixel variieren und so die Ampli-
tude bzw. die Phase der einzelnen spektralen Komponenten beeinflussen. Die Laserpul-
se werden von einem Spiegel hinter dem LCD reflektiert, so dass der Anregungsstrahl
das LCD ein zweites Mal passiert und am Reflexionsgitter rekombiniert wird. Um die
ein- und ausgehenden Pulse zu trennen, wird der Spiegel hinter dem LCD leicht ge-
kippt, so dass die Strahlen raumlich getrennt werden. In einigen Experimenten dieser
Arbeit wird ein Pulsspektrum bendétigt, welches nur mit der B850-Absorptionsbande
der LH2-Komplexe tberlappt. Dies kann durch verinderte Einstellung der Prismen
im Ti:Sa-Lasersystem oder einen weiteren dielektrischen Langpassfilter mit passen-
der Grenzwellenldnge erreicht werden. In dieser Arbeit ist der Aufbau des Pulsshapers
um einen raumlich verschiebbaren Strahlblocker erweitert worden, der hinter dem Beu-
gungsgitter platziert ist. Dadurch werden einfallende spektrale Komponenten blockiert.
Fiir Experimente, bei denen nur die B850-Bande angeregt werden soll, wird der varia-
ble Strahlblocker so platziert, dass spektrale Komponenten unterhalb einer Wellenlédnge
von 820 nm geblockt werden.

Um nur mit der ersten Beugungsordnung des Shapers zu arbeiten, wird der Anregungs-
strahl durch einen Raumlfilter geleitet, der aus zwei Linsen (Brennweite f = 100 mm)
und einer Lochblende (Durchmesser = 80 pm) besteht. Die erste Linse fokussiert den
Strahl in die Apertur der Lochblende, wihrend die zweite Linse den Strahl wieder paral-
lelisiert. Licht, das aus der ersten Beugungsordnung stammt, wird durch die Lochblende

selektiert.

Das Anregungslicht trifft auf einen Glaskeil, der als Strahlenteiler fungiert. Etwa 4 %
des Lichts wird zur Anregung der Proben geleitet, und das transmittierte Licht wird von
einer Photodiode (ELUB) erfasst. Dieses Signal dient als Referenz fiir die Anregungs-
leistung, der die Proben wéhrend der Messung ausgesetzt sind. Das Anregungslicht wird
tiber einen motorisierten Scan-Spiegel (OWIS-Schrittmotoren) und ein telezentrisches
Linsensystem (Brennweiten f = 150 mm) auf einen Mikroskoptisch in ein Objektiv
(NA = 1,2, Wasserimmersion, Olympus) geleitet. Die Proben sind in einer speziell an-
gefertigten Vakuumzelle platziert. Die Anregungspulse werden durch das Objektiv in

die Probenebene fokussiert.
Die resultierende Fluoreszenz wird durch das selbe Objektiv aufgesammelt. Das durch

den Glaskeil transmittierte Licht durchlauft eine Reihe von dielektrischen Detektionsfil-

tern, die das reflektierte und gestreute Laserlicht blockieren und fiir die Wellenldnge der
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Fluoreszenz transparent sind. Die Fluoreszenz kann nun entweder iiber einen Klapp-
spiegel mit einer CCD-Kamera (Andor iKon) oder alternativ einer APD (Single Photon
Counting Module (SPCM), Perkin Elmer, Detektorfliche 50 x 50 pm, dark counts <100
counts per second, output TTL 250 ps) detektiert werden.

Das Signal der APD wird von einem Echtzeit-Mikrocontroller (ADwin-Gold 11, Jager
GmbH) verarbeitet und zur weiteren Analyse der Daten an einen Computer gesen-
det. Die Zeitauflosung der APD kann somit durch die Programmierung des ADwin
bestimmt werden und ist fiir die Experimente in dieser Arbeit auf 20 ms eingestellt.

Das hierfiir benétigte ADbasic-Programm wurde selbst geschrieben.

3.3 Pulskompensation

Die vom Ti:Sa-Lasersystem erzeugten Pulse durchlaufen im Strahlengang zur Probe
mehrere dispergierende optische Elemente, wie Linsen oder dielektrische Filter. Fiir
Experimente auf dem Gebiet der zeitaufgelosten ultraschnellen Spektroskopie ist es
wichtig, die Dispersion der Anregungspulse am Ort der Probe gering zu halten. Mit dem
Pulsformer und der Multiphotonen-Intrapuls-Interferenz-Phasenscan-Methode (MIIPS),
beschrieben von Vadim V. Lozovoy et.al. und Bingwei Xu et.al. beschriebenen Multipho-
tonen-Intrapuls-Interferenz-Phasen-Scan (MIIPS) werden die Pulse so komprimiert,
dass die Probe mit transformationsbegrenzten (engl.: transformation-limited, TL) Pul-

sen angeregt wird [78, 79].

Die spektrale Phase eines TL-Pulses entspricht einer linearen Funktion und ist frei von
Krimmungen. In MIIPS werden bekannte spektrale Phasenfunktionen f (w,d) vom
Pulsformer implementiert (0 entspricht dabei einem Abtastparameter), um die Kriim-
mungen der unbekannten spektralen Phase ¢ (w) des erzeugten Pulses am Probenort
zu kompensieren:

f(w,0)=A"-cos(y(w—wn)+9) (3.1)

Die Amplitude wird auf A = 2 gesetzt [80]. Der Wert des festen Parameters v soll der
zeitlichen Breite des Pulses entsprechen und betréigt in den Experimenten dieser Arbeit
20 fs fir die Kompensation von Pulsen zur Anregung beider LH2-Absorptionsbanden
bzw. 42fs fiir Pulse zur alleinigen Anregung der B850-Bande. w,, steht fir die Mo-
dulationsfrequenz und entspricht der mittleren Frequenz des Pulsspektrums. Der Pa-
rameter § wird in einem Bereich von 0 bis 27 gescannt und das SHG-Spektrum wird

gemessen. Daraus ergibt sich eine 2D-Darstellung des SHG-Signals in Abhéngigkeit
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Abbildung 3.2: Multiphotonen-Intrapuls-Interferenz-Phasenscan und SHG
Autokorrelation zweier Pulsspektren. A), D) Laserspektren (grau), B), E) MIIPS
Intensitdt in Abhédngigkeit der des Scan-Parameters ¢ und der Wellenlénge Agy¢ und
C), F) SHG-Autokorrelation (blau) und einhiillende GauB-Funktion (rot) der kompri-
mierten Pulse zur Anregung A)-C) beider Absorptionsbanden B800 und B850 bzw.
D)-F) nur der B850 Absorptionsbande.

von der Frequenz w und dem Abtastparameter §. Abbildung 3.2 B) und E) zeigen die
2D-Darstellung eines MIIPS eines komprimierten Pulses zur Anregung beider Absorp-
tionsbanden bzw. nur der B850-Bande. Die Intensitatsmaxima des Plots verraten, bei
welchem Parameterwert d,,q, (w) die Krimmung der spektralen Phase des Pulses opti-
miert wurde. Daraus lésst sich eine Kompensationsfunktion f (w, §,4. (w)) bestimmen,
die wiederum an den SLM iibergeben wird, um die Kriimmungen der spektralen Pha-
se des Pulses zu kompensieren. Dies geschieht in sechs Iterationsschritten, nach dem
letzten Schritt sind die Abweichungen anndhernd Null, und die Kompensationsmaske
ist gleich der Summe der Kompensationsfunktionen aller Schritte.

Mit Hilfe des SLM konnen zuséatzliche Autokorrelationsscans durchgefiihrt werden. Da-
zu werden die Pulse durch den Pulsshaper in zwei identische Pulse mit einem zeitlichen
Abstand 7 aufgespalten, der Pulsabstand wird in einem Bereich von —100 fs bis 100 fs
in 0,25 fs-Schritten variiert. Die Pulsbreite kann aus der Hiillkurve der Autokorrelati-
on bestimmt werden. In Abbildung 3.2 C) und F) sind die Autokorrelation der Pulse
in blau dargestellt, die Hiillkurve, eine an die Maxima der Autokorrelation gefittete

GauB-Funtktion, ist in rot eingezeichnet. Um die Breite des komprimierten Pulses zu
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3.4. Erzeugung phasenstarrer Pulspaare

bestimmen, muss die FWHM der einhiillenden GauB-Kurve durch v/2 geteilt werden. So
ergibt sich fiir die Pulse aus Abbildung 3.2 eine Pulsdauer von C) 20,7 fs und F) 41,3 fs.

Bei allen Messungen in dieser Arbeit wird die auf diese Weise bestimmte Kompen-
sationsmaske hinzugefiigt, um transformations-limitierte (TL) Anregungspulse am Ort

der Probe sicherzustellen.

3.4 FErzeugung phasenstarrer Pulspaare

Im Folgenden werden der Hintergrund, sowie die experimentelle Implementierung der
Doppelpulsanregung im Rahmen dieser Arbeit beschrieben. Experimente dieser Art
werden in vorherigen Forschungsarbeiten auch als fluoreszenz-detektierte koharente
Spektroskopie bezeichnet [81].

Dabei werden zur Doppelpulserzeugung meist Michelson- oder Mach-Zehnder-Interfe-
rometer verwendet [81-83]. Ein eingehender Laserpuls wird durch einen optischen
Strahlteiler auf zwei Lichtwege aufgeteilt, anschlieend werden beide Wege wieder zu
einem Lichtweg rekombiniert. Die Differenz der Wegléinge der unterschiedlichen Pfade
bestimmt, aufgrund der gleichen Geschwindigkeit der Pulse, den zeitlichen Abstand
zwischen den beiden Pulsen auf dem rekombinierten Lichtweg. Mithilfe von motori-
sierten Verschiebetischen und Spiegeln, konnen die Lichtwege und damit der Abstand
zwischen den Pulsen verandert und variiert werden werden. Diese Methode stellt eine

Manipulation der Eingangspulse in der Zeitdoméne dar.

Eine weitere Moglichkeit Erzeugung von Doppelpulsen ist die Manipulation der Pulse
in der Frequenzdomane unter Verwendung eines SLM. Die Funktionsweise eines SLM
ist bereits in Kapitel 3.2 beschrieben. Bei dieser Herangehensweise werden spektrale
Amplituden- (A (w)) und spektrale Phasenmasken (¢ (w)) durch das LCD implemen-
tiert [80]:

cos (; (w—Qu)7+ Ago]) ‘ (3.2)

¢ (w) = g - sgn [cos <; [(w—Qp)T+ Agp])

Das Pulsspektrum wird durch die Amplitudenmask A (w) moduliert, dabei entspricht

(3.3)

w den Frequenzen des Pulsspektrums horizontal verteilt tiber die Pixel des SLM. Der

Parameter {2, beschreibt die Modulationsmitte und wird als Lock-Frequenz bezeich-
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Abbildung 3.3: Pulsformung im Frequenzraum. Oben links: Ausgangsform des
Pulses (Spektrum in grau, spektrale Phase in gestrichelt rot). Multiplikation des Spek-
trums mit einer Amplitudenmaske A (w) und Addition einer Phasenmaske ¢ (w) fiir
7 = 72fs (mitte links) und 7 = 150fs (unten links) erzeugen die zeitlichen Pulspaare
(rechts). Die vertikalen griinen Linien stellen die Lock-Frequenz €, dar.
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net, fiir alle Pulsabstinde 7 ist bei dieser Frequenz die spektrale Phase konstant auf
einen Wert gesetzt. Mit dem Parameter Ay wird die Phasenrelation zwischen den
beiden erzeugten Pulsen beschrieben. Aufgrund der Amplitudenmodulation ist die An-
regungsintensitit nicht konstant fiir alle zeitlichen Pulsabstande. Aus diesem Grund
wird der Parameter C (1) € [0,1] eingefithrt und fiir jedes Pulspaar mit zeitlichem

Abstand 7 so gewéhlt, dass die Anregungsleistung konstant fiir alle 7 ist.

Da die Frequenzdomaéne iiber die Fouriertransformation mit der Zeitdoméne verkniipft
ist, wird durch Manipulation der spektralen Informationen des Pulses auch die zeitli-
che Form des Pulses beeinflusst (pulse shaping)[84-86]. Abbildung 3.3 stellt dies gra-
phisch dar. In der oberen Reihe ist das Spektrum und die spektrale Phase (rot) eines
transformations-limitierten Anregungspulses abgebildet. Die flache Phase deutet an,
dass bereits eine Kompensationsmaske angewendet wurde. Zur Erzeugung eines Dop-
pelpulses wird das Spektrum mit einer Amplitudenmaske Gl.(3.2) multipliziert und eine
Phasenmaske Gl.(3.3) zur spektralen Phase des Pulses addiert. Durch Fouriertransfor-
mation erhélt man die neue zeitliche Information des Pulspaares (Abb. 3.3 rechts). In
diesem Beispiel sind Pulspaare mit einem zeitlichen Abstand von 7 = 72fs (Abb. 3.3
Mitte) und 7 = 150fs (Abb. 3.3 unten) dargestellt. Die Lock-Frequenz €, (vertikale

grine Linie) ist in beiden Beispielen auf 800 nm festgelegt.

3.5 Messmethode und Datenanalyse

In diesem Abschnitt werden die Signalverarbeitung, sowie die Datenanalyse dargelegt.

Wie schon im Abschnitt 3.2 beschrieben, wird der Puls-Shaper iiber eine kommerzi-
elle Software angesteuert, wihrend das Signal der Detektoren mit Hilfe des ADwin-
Controllers und einer selbst geschriebenen Software aufgenommen und gespeichert
wird. Zur Erzeugung der phasen-gelockten Pulspaare werden die entsprechenden Mas-
ken A(w) und ¢(w) fur alle Anregungspulsabstinde 7 der Messung vorab nach Gl.(3.2)
und GI1.(3.3) berechnet und an die Shaper-Software tibermittelt. Dazu wurde ein selbst
geschriebenes Python-Programm verwendet. Mit Hilfe der kommerziellen Software wer-
den die verschiedenen Masken nacheinander implementiert. Die Dauer, fir die eine
Amplituden- und Phasenmaskenkombination im LCD implementiert ist, wurde fiir alle
Messungen auf 7},,sx = 1s festgesetzt. Durch die aufeinanderfolgende Implementierung
der Masken wird Schritt fiir Schritt der zeitliche Abstand der Anregungspulse variiert.

Der Pulsabstand 7 wird in den in dieser Arbeit prasentierten Experimenten von 0 fs
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bis 252 fs in 6 fs Schritten variiert.

Die Abfolge der Masken, wie eben beschrieben, wird bei Experimenten an isolierten
LH2-Komplexen mehrmals fiir denselben Komplex bzw. im Falle von Messungen an
einem Ensemble aus Komplexen an der selben Stelle der Probe wiederholt. Dadurch
werden stets mehrere Sequenzen des gleichen Experiments gemessen. In Abbildung
3.4A kann ein Ausschnitt einer solche Messung eingesehen werden. Das Beispiel zeigt
eine Messung an einem Ensemble von LH2-Komplexen der Spezies Rps. acidophila. Das
Messsignal ist in grau dargestellt. Um zwischen einer bestimmten Messsequenz i und
der darauffolgenden Sequenz besser unterscheiden zu kénnen, wird in den Ablauf der
Masken eine zusétzliche Maske implementiert, welche die Anregung der Probe unter-
driickt (A (w) = 0, fiir alle Wellenldngen). Dies lésst sich deutlich an dem abfallenden
Signal bei etwa 110s, 214 s und 318s erkennen.

Abbildung 3.4B gibt einen genaueren Einblick in einen 10s-Ausschnitt des Messsi-
gnals von 115s bis 125s. Die Messdauern, in denen eine Maske mit einem bestimmten
Pulsabstand implementiert ist, sind durch gepunktete Linien abgegrenzt. Uber den je-
weiligen Blocken ist der Pulsabstand aufgetragen. Um Messartefakte ausschlieffen zu
konnen, wird zu dem in schwarz dargestellten eigentlichen Experiment (Messung der
Fluoreszenz in Abhéngigkeit des zeitlichen Abstands der Anregungspulse) ein Referenz-
experiment (griin) durchgefiihrt. Nach jeder Maske die zu einer Anregung der Probe
mit einem Doppelpuls fithrt, wird dazu eine Maske implementiert, welche die Anregung
durch einen transform-limitierten Puls (7 = 0) erzeugt. Dies ist auch im Beispiel in
Abbildung 3.4B zu sehen. Nach einem Block in dem die Probe durch Pulspaare mit
zeitlichem Abstand 7 = 12fs angeregt wird (schwarz), folgt ein Block mit Anregungen
durch transform-begrenzte Pulse (griin). Anschliefend ist die Maske fiir die nachsten

Pulspaare mit 7 = 18 fs implementiert, worauf wieder eine TL-Maske folgt.

Zur Analyse der Fluoreszenzintensitdt in Abhéangigkeit von dem zeitlichen Abstand der
anregenden Pulspaare, wird das Messsignal in den Blocken, wie in Abbildung 3.4B be-
schrieben ausgewertet. Da es bei einem Wechsel zwischen zwei implementierten Masken
eine gewisse Zeit braucht, bis die Flissigkristalle des LCD im Pulsformer vollstandig
ausgerichtet sind, muss dies bei der Analyse der Daten mit berticksichtigt werden. Die
Dauer einer vollstdndigen Phase-Umschaltung typischer LC-SLMs liegt bei etwas we-
niger als 250 ms [87]. Bei moderneren Liquid-Crystal-on-Silicon (LCOS) Displays, wie

sie von Hamamatsu angeboten und in dem hier verwendeten Pulsformer MIIPS-HD
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Abbildung 3.4: Prinzip der Datenanalyse. A) Auszug eines Datensatzes (grau)
einer Messung an einem Ensemble von LH2-Komplexen der Spezies Rps. acidophila.
B) Abwechselnde Implementierung der Masken fiir Doppelpulsanregung (schwarz) und
TL-Pulsen zur Referenzmessung (griin). Datenpunkte im orange markierten Bereich
werden fiir die Auswertung der Daten nicht beriicksichtigt. Die Zeitauflosung in A
und B betriagt 20 ms. C) Auswertung der in B gezeigten Messdaten. Die Datenpunkte
entsprechen den Mittelwerten der Zahlungen wahrend Dauer einer implementierten
Amplituden- und Phasenmaske, ohne Berticksichtigung der Z&hlungen, wéhrend des
Umschaltvorgangs der Fliissigkristalle des Pulsformers.
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verbaut ist, sind die ermittelten Umschaltdauern noch niedriger [88, 89]. Daher ist in
den Experimenten dieser Arbeit fiir das Ausrichten der Fliissigkristalle eine Dauer von
250ms fiir die Datenanalyse angenommen worden, Datenpunkte in diesem Zeitraum
sind fiir die Bestimmung der mittleren Fluoreszenz nicht berticksichtigt. Zusétzlich wer-
den die Photonenzéahlungen der letzten 100 ms einer implementierten Maske nicht zur
Berechnung der mittleren Fluoreszenz verwendet, um sicher zu gehen, dass der Um-
schaltzeitpunkt nicht in die Datenauswertung eingeht. In Abbildung 3.4B sind diese
nicht beriicksichtigten Datenbereiche durch orangene Blocke gekennzeichnet. Fiir die
Bestimmung der mittleren Fluoreszenz nach Anregung der Probe durch Pulspaare mit
definiertem zeitlichem Abstand 7 werden nur die Daten aus den weiflen Bereichen ver-
wendet. In Abbildung 3.4C sind die Mittelwerte der Intensitéit in den Maskenblocken fiir
den in B dargestellten Messzeitraum dargestellt. Die schwarzen Datenpunkte in C stel-
len dabei die Mittelwerte der entsprechenden Intensitaten dar, bei denen ein Pulspaar
mit zeitlichem Abstand 7 implementiert ist. In griin ist die Auswertung der Zahlun-
gen bei implementierten TL-Referenzmasken aufgetragen. Fiir die Daten bei 7 = 18fs
ist explizit dargestellt, dass zunéchst die Zahlungen wéhrend der implementierten 7-
Masken ausgewertet werden und das zu diesem Pulsabstand gehorende Referenzsignal

direkt danach gemessen wird.
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Kapitel 4

Ultraschnelle Spektroskopie an
Lichtsammelkomplexen der Spezies

Rps. acidophila

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der Messungen an LH2-Komplexen der Pur-
purbakterienspezies Rps. acidophila vorgestellt. Die Experimente beinhalten die An-
regung der Ensemble- und Einzelkomplex-Proben mit phasenstarren Pulspaaren. In
Abschnitt 4.1 werden die Ergebnisse bei Anregung beider Absorptionsbanden beschrie-
ben, wahrend in Kapitel 4.2 nur die B850 Band untersucht wird. In beiden Abschnitten
wird zunachst auf die experimentellen Voraussetzungen der Experimente eingegangen

und Unterschiede erklart.

Die Messungen und Ergebnisse in diesem Kapitel sind in der Publikation ,, Fluorescence-
detected Wavepacket Interferometry reveals time-varying Fxciton Relaxation Pathways

in single Light-Harvesting Complexes* veroffentlicht worden [90].

4.1 Anregung der B800 und B850 Bande

4.1.1 Experimentelles

Die untersuchten LH2-Komplexe der Spezies Rps. acidophila sind wie in Kapitel 3.1 be-
schrieben prapariert und in einer Vakuumzelle eingesetzt worden, um den Kontakt der
Proben mit Sauerstoff zu vermeiden. Die Experimente wurden bei Raumtemperatur
durchgefiihrt. Mithilfe des motorisierten Scanspiegels werden Anregungs- und Detek-

tionspunkt auf der Probe hin zu einzelne Komplexe verfahren. Die Position wurde fiir
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Abbildung 4.1: Weitfeld Bild und zeitliches Fluoreszenzsignal einzel-
ner Komplexe von Rps. acidophila. A) CCD-Aufnahme der Fluoreszenz einer
Einzelkomplex-Probe bei Weitfeld-Anregung. Die Belichtungsdauer betragt 5s. B)
Zeitlicher Verlauf des Fluoreszenzsignals eines individuellen Komplexes. Die An-Aus-
Spriinge der Fluoreszenz zeigen den Blinking-Effekt einzelner Objekte.

jeden Komplex vor der eigentlichen Messung so optimiert, dass das Emissionssignal
gemessen mit der APD maximale Werte erreichte. Diese Position wurde wéhrend den
Experimenten an einem Komplex nicht verdndert. Das Laserspektrum ist durch die
Prismen des Ti:Sa Lasersystems so eingestellt worden, dass es mit beiden Absorp-
tionsbanden der LH2-Komplexe iiberlappt. Dieser Uberlapp zwischen Anregung und
Absorption ist bei den jeweiligen Ergebnissen mit abgebildet. Die Erzeugung der pha-
senstarren Pulspaare aus dem Ausgangsspektrum des Ti:Sa Lasersystems erfolgt wie
in Kapitel 3.4 beschrieben. Die Mitte der Modulation ist fiir alle in diesem Abschnitt
dargestellten Ergebnisse auf entspricht einer Wellenldnge von 800 nm bzw. 12500 cm ™!
Die zeitlich gemittelte Intensitdt der Anregung wird fiir alle Pulspaarkombinationen
auf 200% gesetzt. Mit einer Wiederholrate von 80 MHz des Lasersystems entspricht

dies einer Fluenz von 1,0 x 10'* Photonen pro Puls pro cm?

, oder einer Anregung
pro zehn Pulse, unter Beriicksichtigung eines Absorptionsquerschnitts der B800 Ban-
de von gy = 1,0 x 107 cm? [91, 92]. Dies rechtfertigt die Annahme eines linearen
Anregungsregimes, dadurch koénnen Annihilationseffekte ausgeschlossen werden. Die
aufgesammelte Fluoreszenz wird durch drei dielektrische Filter (Langpass 885 nm) von

zuriickgestreutem Anregungslicht getrennt.
Zur Uberpriifung der Qualitit einer Einzelkomplex-Probe wird vor den Messungen

ein Weitfeldbild der Probe aufgenommen. Dazu wird die zusatzliche Linse WFL (sie-
he Abbildung 3.1) in den Anregungsstrahlgang des optischen Aufbaus mit eingebaut.
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Die Anregung in der Probenebene ist dadurch defokussiert und die Probe wird grof3-
flachig beleuchtet. Zur Detektion der Fluoreszenz wird die CCD-Kamera verwendet.
In Abbildung 4.1A ist das CCD-Bild einer solchen Weitfeld-Messung dargestellt. De-
tails zur Bestimmung der pm-Skala findet sich in Anhang A.2. Das Bild zeigt rdumlich
voneinander separierte Punkte, welche der Fluoreszenz individueller LH2-Komplexe
entsprechen.

Abbildung 4.1B zeigt den Ausschnitt des zeitlich aufgelosten Fluoreszenzsignals eines
einzelnen LH2-Komplexes. Die Anregungsbedingungen sind iiber die Messung konstant
gehalten. Bei der Zeitmarke 100 s und noch einmal bei 140 s ist ein kurzer, jedoch star-
ker Abfall auf den Hintergrundwert von etwa 100 Zahlungen pro Sekunde des Signals
zu sehen. Dies ist ein, flr einzelne Objekte typisches, Blinking-Verhalten, wobei der
Komplex von einem An-Zustand (hohe Fluoreszenz) in einen Aus-Zustand (niedrige

Fluoreszenz) wechselt und wieder zurtick.

4.1.2 Ergebnisse

In Abbildung 4.2A ist der Uberlapp des Anregungsspektrum (grau) mit dem Ensemble
Absorptionsspektrum der LH2 Komplexe der Spezies Rps. acidophila (gelb fir die B800
Bande bzw. rot fiir die B850 Bande) dargestellt. Die B800 Bande wird dabei voll iiber-
deckt, sowie ein grofler Anteil der B850 Bande, die mmit der abfallenden Flanke des
Anregungsspektrums zusammenféllt. Der griine Pfeil markiert die Lock-Frequenz €,
der erzeugten phasenstarren Pulspaare. Abbildung 4.2B zeigt die Fluoreszenzantwort
eines Ensembles von LH2-Komplexen. In rot ist das Fluoreszenzsignal in Abhéngigkeit
des zeitlichen Abstands der anregenden Pulse dargestellt, wobei die Phasendifferenz
zwischen den Pulsen Agp = 0 fiir alle zeitlichen Absténde 7 betriagt. Es ist eine Mo-
dulation festzustellen, welche nach etwa 150fs abklingt. Die relative Amplitude der
Modulation betragt 42 %. Als Vergleich ist das Experiment ebenfalls mit einer Phasen-
differenz von Agp = 7 durchgefithrt worden (blau), die Fluoreszenzantwort zeigt einen
invertierten Verlauf in Abhéngigkeit von 7 im Vergleich zu dem urspriinglichen Expe-
riment. Dies deutet darauf hin, dass die Modulationen ihren Ursprung in Interferenzen
haben.

Ein Beispiel fiir die Messung an einem individuellen Komplex ist in Abbildung 4.2C
aufgezeigt. Die Graphik zeigt sechs Panels, wobei die ersten fiinf Panels Fluoreszenzant-
worten einzelner 7-Scans darstellen. Die schwarzen Datenkurven préasentieren die Fluo-
reszenz fiir Anregungspulse mit einer Phasendifferenz Ay = 0, die blauen Kurven

Ap = 7. Das unterste Panel stellt das Mittel der fiinf einzelnen Scans in rot (Ap = 0)
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Abbildung 4.2: Fluoreszenzantwort nach Doppelpulsanregung beider Ab-
sorptionsbanden eines Ensembles und individuellen LH2-Komplexes der
Spezies Rps. acidophila. A) Spektrales Profil der Anregungspulse (graue Fla-
che), zum Vergleich ist das Absorptionsspektrum des Ensembles mit aufgetragen (gelb
bzw. rot fur B800 bzw. B850 Bande). Der griine Pfeil markiert die Lock-Frequenz
), des Experiments. B) Fluoreszenzantwort eines LH2-Ensembles in Abhéangigkeit des
zeitlichen Pulsabstands der Anregungspulse. C) Fluoreszenzantwort eines individuel-
len LH2-Komplexes in Abhéngigkeit des zeitlichen Pulsabstands der Anregungspulse.
Die schwarzen Kurven zeigen einzelne Scans, bei der die Pulse eine Phasendifferenz
von Ay = 0 aufweisen, blaue Daten zeigen Scans mit Ay = 7. Die roten und blauen
Daten im untersten Plot entsprechen den gemittelten Daten der schwarzen und blauen
Einzelscans. Griine Kurven spiegeln das Referenzexperiment wider.

und blau(Ay = ) dar. Sowohl die Einzelscans, als auch die Mittelung weisen deutliche
Modulationen auf, welche nach ca. 50 - 100 fs abklingen. Im ersten Scan ist zudem bei
etwa 7 = 230 fs ein starker Signalabfall zu erkennen, dieser weist auf einen Blinkingef-
fekt des Komplexes hin und zeigt erneut, dass individuelle Komplexe gemessen worden

sind.
Zur Analyse der Fluoreszenzmodulationen einzelner LH2-Komplexe ist eine Fourier-

analyse der Fluoreszenz in Abhéngigkeit von 7 fiir insgesamt 29 individuelle Komplexe

durchgefiihrt worden. Daraus erhilt man die Oszillationsfrequenzen f der Modulatio-
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Abbildung 4.3: Statistik der Oszillationsfrequenzen und Dampfungszeiten
einzelner LH2-Komplexe der Spezies Rps. acidophila bei Anregung bei-
der Absorptionsbanden. A) Verteilung der Oszillationsfrequenz f. B) Verteilung
der Dampfungszeit 7. In beiden Diagrammen sind die statistischen Parameter (Mit-
telwert + Standardabweichung) mit angegeben. Die schwarzen Balken reprisentieren
die ermittelten Werte eines Ensembles und liegen bei A) 22,9 THz und B) 66 fs.

nen. In Abbildung 4.3A ist die Statistik tiber diese Frequenzen dargestellt. Die Modu-
lationsfrequenzen decken einen Bereich von 14 THz - 25 THz um einen Mittelwert von
20,3 THz ab. Dies entspricht in Wellenzahlen einem Bereich von 470 cm ™! - 860 cm™*
und einem Mittelwert von 675 cm™!. Es sei angemerkt, dass die Auflésung der Fourier-
analyse 4 THz betragt, welche sich aus dem maximal gewahlten zeitlichen Pulsabstand
von 250fs bestimmt. Zusatzlich zu den Modulationfrequenzen sollen Zeitkonstanten
T, fir die Dampfung der beobachteten Oszillationen ermittelt werden. Dazu wird an

die gemessenen Fluoreszenzmodulationen ein einfaches Modell einer einzelnen, mono-
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exponentiell gedampften Cosinus-Schwingung gefittet:
I(t)=Cy-cos(2nf T+ @) e Ta+Cy (4.1)

C} und ()} stellen Fitkonstanten dar, mit denen die Amplitude und der Hintergrund
des Ergebnisses beschrieben werden. Der Parameter ¢ entspricht einer Phasenverschie-
bung. Fir f werden die aus den Fourieranalysen erhaltenen Frequenzen der einzelnen
Komplexe eingesetzt und festgehalten. Die aus dieser Analyse resultierenden Damp-
fungszeiten verteilen sich, wie in Abbildung 4.3B dargestellt, um einen Mittelwert von
(53 £ 13) fs.

4.2 Anregung der B850 Bande

4.2.1 Experimentelles

Die Praparation der untersuchten Proben, sowie der Einbau in den optischen Setup und
die Bestimmung der optimalen Position zur Aufnahme der Fluoreszenzsignale bleibe
unverdndert im Vergleich zum Experiment im vorherigen Abschnitt. Auch die im Fol-
genden dargestellten Experimente sind bei Raumtemperatur durchgefiithrt worden. Mit
Hilfe des Lasersystems wird erneut ein Pulsspektrum erzeugt, das mit beiden Absorp-
tionsbanden der LH2-Komplexe iiberlappt. Um ausschliellich die Anregung der B850
Bande zu gewahrleisten, werden hoher energetische spektrale Anteile des Laserspek-
trums im Pulsformer mit Hilfe eines optischen Strahlblockers unterdriickt worden. Die
Anregungsspektren sind mit bei den jeweiligen Ergebnissen abgebildet. Die Doppelpul-
se zur Anregung der LH2-Komplexe werden erneut mit der in Kapitel 3.4 beschriebenen
Methode erzeugt. Dabei werden in diesem Abschnitt zwei unterschiedliche Experimen-
te mit variierter Lock-Frequenz durchgefiihrt (€2, = 800nm und €, = 840nm). Die
Trennung der aufgesammelten Fluoreszenz von gestreutem Laserlicht erfolgt auch hier
durch drei dielektrische Langpassfilter (885 nm).

4.2.2 Ergebnisse

Die Messergebnisse fiir Doppelpulsanregung der B850 Bande fiir die beiden unter-
schiedlichen Lock-Frequenzen sind in Abbildung 4.4 zusammengefasst. Dabei sind in
einer Reihe Experimente unter den gleichen Anregungsbedingungen dargestellt, die in
Abb. 4.4A und B zu sehen sind. In beiden Féllen ist das Anregungsspektrum (grau)
so angepasst, dass die Anregung nur mit der B850 Bande (gelb und rot fiir die B800
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Abbildung 4.4: Fluoreszenzantwort nach Doppelpulsanregung der B850
Bande eines Ensembles und individuellen LH2-Komplexes der Spezies
Rps. acidophila. A)-B) Spektrale Profile der Anregungspulse (graue Fléche) mit dem
Absorptionsspektrum eines LH2-Ensembles (gelb bzw. rot fiir BS00 bzw. B850 Bande).
Die Lock-Frequenzen €2, sind mit einem griinen Pfeil markiert. Diese Anregungsbedin-
gungen gelten fiir die komplette Reihe (z.B. A), C), E)). C)-D) Fluoreszenzantwort
eines LH2-Ensembles und E)-F) eines individuellen LH2-Komplexes in Abhéngigkeit
des zeitlichen Pulsabstands der Anregungspulse. Die schwarzen und blaue Kurven zei-
gen einzelne Scans, bei der die Pulse eine Phasendifferenz von Ap = 0 bzw. Ap =7
aufweisen. Die roten/blauen Daten im untersten Plot entsprechen den gemittelten Da-
ten der schwarzen/blauen Einzelscans. Griine Kurven spiegeln das Referenzexperiment
wider.
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bzw. B850 Bande) tiberlappt. Die Anpassung durch den Strahlblocker im Pulsformer
ist an dem steilen Abfall der Spektren bei etwa 820 nm zu erkennen. Die unterschied-

lichen Lock-Frequenzen sind durch griine Pfeile gekennzeichnet.

In Abbildung 4.4C und D sind die Fluoreszenzantworten eines makroskopischen En-
sembles fiir die beiden Anregungsbedingungen aufgezeichnet. Diese unterscheiden sich
deutlich in ihrer Modulationsfrequenz und -tiefe. Die Messungen mit einer Lock-Frequenz
bei 800 nm zeigt sowohl eine im Vergleich schnellere Modulation der Fluoreszenz in
Abhéangigkeit von 7, als auch eine grofiere relative Modulationstiefe, die bei 58 %
(Abb. 4.4C) und 17% (Abb. 4.4D) liegen. Die Abbildungen 4.4F und F zeigen jeweils
ein Beispiel fiir eine Messung an einem individuellen LH2-Komplex unter den entspre-
chenden Anregungsbedingungen. Sowohl fiir die einzelnen Scans (schwarze und blaue
Kurven fiir die Phasendifferenz Ay = 0 bzw. Ap = 7 zwischen den Anregungspulsen
in Abb. 4.4E) als auch fiir die Mittelung der Einzelscans (rote und blaue Kurve im
untersten Panel) sind die Fluoreszenzmodulationen in Abhéngigkeit von 7 klar zu er-
kennen. Durch die kleinere Amplitude sind die Modulationen fiir die Lock-Frequenz bei

840 nm in den einzelnen Scans weniger deutlich ausgepragt, im Mittel iiber alle Scans
jedoch erkennbar (Abb. 4.4F).

Fir beide Anregungsbedingungen ist die Statistik zu den Oszillationsfrequenzen f
und Démpfungszeiten T individueller LH2-Komplexe in Abbildung 4.5 einzusehen.
Zur Bestimmung der Frequenzen ist eine Fourieranalyse der gemessenen Fluoreszenz
in Abhéngigkeit von 7 durchgefithrt worden. Die Dampfungszeiten werden durch Fit
der Gl.(4.1) an die Daten bestimmt, wobei die Oszillationsfrequenzen f aus der Fou-
rieranalyse als fester Parameter fiir die jeweiligen Komplexe eingesetzt worden ist. Fiir
Messungen mit einer Lock-Frequenz bei 800 nm sind 16 individuelle Komplexe auf diese
Weise analysiert worden. Die Oszillationsfrequenz f weist dabei einen Mittelwert von
21,4 THz (entspricht 710cm™1), die Verteilung der Frequenzen streckt sich iiber einen
Bereich von 10 THz - 27 THz (330 cm ™! - 900 cm 1), siehe Abb. 4.5A. Aufgrund der klei-
nen Modulationsamplituden der Fluoreszenzantwort fiir eine Lock-Frequenz bei 840 nm
konnten im Rahmen dieser Arbeit nur die Ergebnisse von vier einzelnen Komplexen
sinnvoll ausgewertet werden. Zusétzlich sind die Messergebnisse (unter denselben Be-
dingungen) von Paul Recknagel dargestellt, sodass eine Statistik tiber 25 individuel-
le Komplexe ausgewertet werden konnte. Die Oszillationsfrequenzen héufen sich um
einen Wert von 8 THz (Abb. 4.5B) und sind kleiner, als die fiir Anregungen mit einer

Lock-Frequenz bei 800 nm, sowohl fir ein Anregungsspektrum, welches beide Absorp-
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Abbildung 4.5: Statistik der Oszillationsfrequenzen und Dampfungszeiten
einzelner LH2-Komplexe der Spezies Rps. acidophila bei Anregung der
B850-Bande. A) Verteilung der Oszillationsfrequenz f. B) Verteilung der Dampfungs-
zeit Ty. In allen Diagrammen sind die statistischen Parameter (Mittelwert + Standard-
abweichung) mit angegeben. Die schwarzen Balken représentieren die ermittelten Werte
eines Ensembles und liegen bei A) 19,4 THz, B) 9,5 THz, C) 63 fs und D) 117fs

tionsbanden abdeckt (Abb. 4.3A), als auch fiir eines, mit dem nur die B850 Bande
angeregt wird (Abb. 4.5A). Die ermittelten Ddmpfungszeiten sind im Vergleich zu den
in Abb. 4.3B und Abb. 4.5C dargestellten deutlich gréfier und verteilen sich iiber einen
groflen Bereich von 90fs - 215 fs.

4.2.3 Anregung der B850 Bande bei (); = 860 nm

Zusatzlich zu den bisher gezeigten Ergebnissen sind Referenzmessungen an einigen in-
dividuellen LH2 Komplexen durchgefithrt worden, bei denen die Lock-Frequenz der An-
regungspulse 2, = 860 nm in dem spektralen Bereich der niedrigsten Exzitonzustande

liegt (siehe griner Pfeil in Abbildung 4.6A). Die weiteren experimentellen Bedingun-
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gen sind mit den vorangegangenen Messungen identisch und kénnen im Abschnitt 4.1.1
eingesehen werden. Des Weiteren sind alle Experimente bei Raumtemperatur und mit

einer festen Phasenbeziehung der Pulspaare von Ay = 0 durchgefiithrt worden.

Abbildung 4.6B zeigt die Fluoreszenzantwort eines Ensembles von LH2 Komplexen.
Das Fluoreszenzsignal (rot) steigt im Vergleich zum Signal des Referenzexperiments
(griin) zundchst mit grofer werdendem zeitlichen Abstand 7 der Anregungspulse, bis
zu einem Maximum bei 7 = 36 fs. Anschlielend féllt das Emissionssignal wieder ab.
Eine leichte Modulation ist bis 7 ~ 120fs zu erkennen. Die relative Amplitude der
Fluoreszenzerh6hung (bestimmt an der Stelle des Maximums) betrédgt ca. 28 %.

Die sechs Graphen in Abbildung 4.6D zeigen die einzelnen Messsequenzen der Beob-
achtung eines individuellen Komplexes (schwarz), sowie die Mittelung dieser Werte
im untersten Diagramm (rot). In allen Einzelsequenzen, sowie beim Mittelwert ist ein
ahnlicher Verlauf des Fluoreszenzsignal in Abhéngigkeit von 7 erkennen, wobei die
Modulation schon bei 7 = 100 fs abgeklungen ist, und das Emissionssignal dem Refe-
renzsignal gleicht.

Fiir die 22 vermessenen Einzelkomplexe ist eine Statistik iiber die aus einer Fourier-
analyse erhaltenen Modulationsfrequenzen f ermittelt worden. Diese ist in einem Hi-
stogramm in Abbildung 4.6C dargestellt. Die Verteilung der Oszillationsfrequenzen
f erstreckt sich iiber einen Bereich von 0,0 THz bis 14,3 THz (dies entspricht 0 cm™*
- 477cm™!) um einen Mittelwert von 4,3 THz (143cm™'). Die Auswertung der Mes-
sung einer Ensembleprobe (siche Abbildung 4.6C schwarze Linie) liefert eine Modula-

tionsfrequenz von 4,8 THz, was 160 cm ™!

entspricht. Im Vergleich mit den vorherigen
Ergebnissen der alleinigen Anregung der B850-Bande zeigt sich der Trend, dass die
Modulationsfrequenzen mit der Verschiebung der Lock-Frequenz €2 von 800 nm hin

zu 860 nm immer kleiner wird.
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Abbildung 4.6: Fluoreszenzantwort nach Doppelpulsanregung der B850 Bande ei-
nes Ensembles und individueller LH2-Komplexe der Spezies Rps. acidophila fur Q5 =
860nm. A) Spektrales Profil der Anregungspulse (graue Fliache), zum Vergleich ist das
Absorptionsspektrum des Ensembles mit aufgetragen (gelb bzw. rot fir B800 bzw. B850
Bande). Der griine Pfeil markiert die Lock-Frequenz €2, des Experiments. B) Fluores-
zenzantwort eines LH2-Ensembles in Abhangigkeit des zeitlichen Pulsabstands der An-
regungspulse. C) Statistik der durch Fourieranalyse ermittelten Modulationsfrequen-
zen 22 einzelner LH2 Komplexe. Der Mittelwert der Verteilung liegt bei 4,3 THz. Der
schwarze Balken représentiert die Modulationsfrequenz einer Ensembles von LH2 Kom-
plexen und liegt bei 4,8 THz D) Fluoreszenzantwort eines individuelle LH2-Komplexes
in Abhéngigkeit des zeitlichen Pulsabstands der Anregungspulse. Die schwarzen Kur-
ven zeigen einzelne Scans, bei der die Pulse eine Phasendifferenz von Ay = 0 aufweisen.
Die Daten in rot stellen die Mittelung der Messwerte aus den Einzelsequenzen dar. Die
grimen Kurven in B) und D) représentieren das Referenzexperiment.
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Kapitel 5

Ultraschnelle Spektroskopie an
low-light Lichtsammelkomplexen

der Spezies Rps. palustris

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Messungen an LH2-Komplexen der Spezies
Rps. palustris aufgefithrt. Die hier vermessenen Komplexe stammen von Bakterien,
welche unter geringen Lichtbedingungen geziichtet worden sind und werden als low-light
(LL) LH2-Komplexe bezeichnet (siche auch Kapitel 1.2). Diese Experimente stellen
einen guten Vergleich zu den im vorherigen Kapitel dargestellten Messungen dar, da
das System aus den selben Grundbausteinen besteht (neun-zahliger Proteinring mit
27 Bacteriochlorophyll a Molekiilen angeordnet in zwei konzentrischen Ringen), jedoch
im Vergleich zum vorherigen System unterschiedliche spektrale Eigenschaften besitzt
(vgl. Abbildung 1.3).

5.1 Experimentelles

Zur Untersuchung der LL LH2-Komplexe werden Ensemble- und Einzelkomplex-Proben
prapariert, wie bereits in Kapitel 3.1 beschrieben. Diese Proben werden umgehend in
einer Vakuumzelle platziert und der Probenraum abgepumpt, um den Kontakt der
LH2-Komplexe mit Sauerstoff zu minimieren und so ein Bleichen der Probe zu verhin-
dern. Um einzelne Komplexe zu untersuchen wird das Anregungs- und Detektionsvo-
lumen des Fluoreszenzmikroskops mit Hilfe des motorisierten Scanspiegels verfahren
und so optimiert, dass das mit Hilfe der APD gemessene Emission maximal ist. Fir

Messungen an Ensembles ist keine spezifische Position in der homogenen Probe an-

49



Kapitel 5. Ultraschnelle Spektroskopie an LL LH2 der Spezies Rps. palustris

A B

235
230 -

g T

5 225 % 2

c 8 :

S 220 052 ®

L 215 g 8

> o c
210 < : : :

100 200 300

205

270 Messdauer (s)

x Position ( ,um)

Abbildung 5.1: Weitfeld-Fluoreszenzaufnahme und zeitliches Fluoreszenzsi-
gnal einzelner LL. LH2 Komplexe von Rps. palustris. A) CCD-Detektion einer
Einzelkomplex-Probe bei Weitfeldanregung. Die Belichtungsdauer betragt 20s. B) Zeit-
licher Verlauf der Fluoreszenzemission eines individuellen Komplexes. Der Wechsel von
hoher Intensitat auf Hintergrundsignal und zuriick zeigen den Blinking-Effekt eines
einzelnen Objekts.

gefahren worden. In beiden Fallen bleibt diese Position wéihrend der Messung unver-
andert. Durch entsprechende Positionierung der Prismen des Ti:Sa Lasersystems wird
das Spektrum der Anregungspulse so justiert, dass es beide Absorptionsbanden der
LH2-Komplexe abdeckt (siehe Abbildung 5.2A). Das so erzeugte Pulsspektrum besitzt
eine Breite von ca. 1190 cm™! bzw. 80 nm. Phasenstarre Pulspaare werden, wie in Ka-
pitel 3.4 beschrieben, durch spektrale Pulsformung erzeugt, wobei die Lock-Frequenz
fiir alle Experimente in diesem Abschnitt einer Wellenzahl von 12500 cm ™! bzw. einer
Wellenlange von 800 nm entspricht. Zusatzlich wird vor den Messungen die Korrektur
der spektralen Phase durch MIIPS (siehe Kapitel 3.3) bestimmt und addiert, sodass
die Anregung der Probe durch transform-limitierte Pulse am Ort der Probe erfolgt.
Mit dem einjustierten Spektrum besitzt ein solcher Puls eine Pulsdauer von 21 fs. Wie
schon bei den Experimenten an LH2-Komplexe der Spezies Rps. acidophila betragt die
zeitlich gemittelte Anregungsintensitat 200 2, um ein lineares Anregungsregime zu
gewahrleisten. Zur Trennung der Fluoreszenz von gestreutem Anregungslicht werden

drei dielektrische Filter (Langpass 885 nm) verwendet.

Wie bei den Experimenten an LH2 Komplexen der Spezies Rps. acidophila (vgl. Ka-
pitel 4.1, Abbildung 4.1) ist die Qualitét der praparierten Einzelmolekiile im direk-
ten Vorfeld der Messungen durch eine Weitfeldaufnahme der Probe iiberpriift worden.

Abbildung 5.1A zeigt das Fluoreszenzsignal nach groBflichiger Anregung der Probe,
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gemessen durch die verwendete CCD Kamera. Die rdaumlich voneinander separierten
weiflen Punkte hoher Fluoreszenzintensitat zeigen die einzelnen Komplexe der Probe.
Als weiterer Test weisen manche beobachteten Stellen bei konfokaler Anregung und
Emissionsdetektion mit der APD ein besonderes An-Aus-Verhalten der zeitlich aufge-
losten Fluoreszenz auf (Abbildung 5.1B). Wéhrend zu Beginn der Aufzeichnung eine
Intensitdt von ca. 350 Zahlungen pro Sekunde (cps) zu beobachten sind, fallt das Signal
abrupt auf den Untergrundwert von 120 cps. Nach etwa 200 s ist wieder ein hoheres Si-
gnal zu beobachten, welches das gleiche Level erreicht, wie zu Beginn der Messung.
Dieses Blinking-Verhalten deutet zuséatzlich darauf hin, dass es sich bei den vermesse-

nen Objekten um einzelne Komplexe handeln muss.

5.2 Ergebnisse

In Abbildung 5.2A sind das fiir die Messungen einjustierte Spektrum der Laserpul-
se (grau), sowie das gemessene Absorptionsspektrum eines Ensembles von LL LH2-
Komplexen der Spezies Rps. palustris (gelb fir die B800-Bande und rot fiir die B850-
Bande) einzusehen. 5.3A ist die Statistik der daraus erhaltenen Oszillationsfrequenzen
f aufgetragen. Mit den Anregungspulsen werden beide Absorptionsbanden spektral
iiberlappt und somit im Experiment angeregt. Der griine Pfeil reprasentiert die spek-
trale Position der fiir diese Messungen festgelegten Lock-Frequenz €.

Das Resultat des Doppelpulsexperiments an einer Ensemble-Probe von LH2-Komplexen
ist in Abbildung 5.2B dargestellt. Die roten und blauen Datenpunkte bilden die Fluores-
zenzantwort in Abhéngigkeit vom zeitlichen Abstand zweier Anregungspulse mit einer
Phasendifferenz von Ay = 0 bzw. Ap = 7 ab. Fir Ap = 0 zeichnet sich zunéchst
ein Anstieg der Fluoreszenz bis zu einem Hohepunkt bei 7 = 30fs ab, anschlieBend
fallt das Fluoreszenzsignal wieder ab, ist jedoch bis 7 = 100fs hoher, als das Refe-
renzsignal (griin), welches man aus der Anregung mit einem transform-limitierten Puls
gleicher Intensitat erhalt. Fir langere Pulsabstiande deckt sich das Fluoreszenzsignal
der Anregung mit Pulspaaren dem Referenzsignal. Die Fluoreszenzantwort der An-
regung mit Pulspaaren, deren Phase um 180° zueinander verschoben ist, zeigt einen
spiegelverkehrten Verlauf, verglichen mit den Daten der phasengleichen Doppelpulse.
An den Extremstellen (bei 7 = 30fs) der Kurvenverlaufe weisen die Daten eine um
14,5 % erhohte, bzw. verminderte Fluoreszenz im Vergleich zu dem Fluoreszenzsignals

des Referenzexperiments auf.

Abbildung 5.2C zeigt in den oberen fiinf Panelen aufeinanderfolgende Sequenzen der
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Abbildung 5.2: Fluoreszenzantwort nach Doppelpulsanregung eines Ensem-
bles und individuellen LL LH2-Komplexes fiir Rps. palustris. A) Uberlapp des
Pulsspektrums (grau) mit der B800- und B850-Bande (gelb und rot). Der griine Pfeil
markiert die Lock-Frequenz €2, des Experiments. B) Fluoreszenzsignal in Abhéngigkeit
des Pulsabstands 7 zusammen mit einem Referenzsignal (griin) eines LL LH2 Ensem-
bles. Die Phasenbezichung zwischen den Pulsen betrigt A = 0 (rot) bzw. Ap = 7
(blau). C) Fiinf Einzelscans (schwarz und blau) und Mittelung der Einzelscans im
untersten Panel (rot und blau) eines individuelle LL LH2 Komplexes. Schwarze und
rote bzw. blaue Daten reprasentieren Messungen mit Phasenbeziehungen zwischen zwei
Pulse von Ap =0 bzw. Ap = .

Fluoreszenzmessung an dem selben individuellen LL LH2-Komplex in Abhéngigkeit des
Pulsabstands 7 in schwarz (fiir die Phasendifferenz Ay = 0) und blau (fiir Ap = ).
Im untersten Panel sind die Mittelwerte der finf Einzelscans in rot bzw. blau ab-
gebildet. Ahnlich dem Signal der Ensemble-Probe zeigt sich ebenfalls eine erhéhte,
bzw. verminderte Fluoreszenz im Bereich kurzer Pulsabsténde bis 7 = 75fs, vergli-
chen mit dem gemessenen Referenzsignal, dargestellt in griin. Der Verlauf des Signals
fir Ap = 0 und Ay = 7 ist gegenldufig, bei steigendem Signal fiir Ap = 0 féllt die
Fluoreszenz fir Ay = 7 und umgekehrt. Fir 7 > 75fs gleichen sich die Fluoreszenz-
signale fiir phasengleiche und um 7 phasenverschobene Pulspaare mit dem Signal der
Referenzmessung. Die Fluoreszenzantwort ist hier unabhéngig vom zeitlichen Abstand

der anregenden Pulse. Im Bereich der erhohten Fluoreszenz lassen sich sowohl in der
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Abbildung 5.3: Statistik der Oszillationsfrequenzen und Dampfungszeiten
einzelner LH2-Komplexe der Spezies Rps. palustris. A) Histogramm der Modu-
lationsfrequenzen f, erhalten aus der Fourieranalyse der Daten individueller Komplexe.
B) Histogramm der Dampfungskonstanten 7, aus dem Fit der G1.(4.1) an die Messda-
ten. In beiden Diagrammen sind die statistischen Parameter der Verteilung (Mittelwert
+ Standardabweichung) mit angegeben. Die schwarzen Balken reprasentieren Ergeb-
nisse fiir die Messung an einem Ensemble von LH2-Komplexen und betragen 19,3 THz

(A) und 40,6fs (B).

Ensemble-Messung, als auch in dem Ergebnis fiir den individuellen Komplex schwache

Modulationen der Fluoreszenzintensitéit in Abhéngigkeit von 7 erkennen.

Insgesamt wurden 22 einzelne LL. LH2-Komplexe der Spezies Rps. palustris auf diese
Weise untersucht. Zur Bestimmung der Frequenzen der Fluoreszenzmodulationen wur-
de eine Fourieranalyse der gemessenen Signale durchgefiihrt. In Abbildung 5.3A ist in

einem Histogramm die Statistik der erhaltenen Modulationsfrequenzen f aufgetragen.
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Kapitel 5. Ultraschnelle Spektroskopie an LL LH2 der Spezies Rps. palustris

Die Frequenzen verteilen sich tiber einen Bereich von 6,5 THz (217cm™") bis 35 THz
(1167 cm™1). Die Analyse eines Ensembles von LL, LH2 Komplexen ergibt eine Modu-
lationsfrequenz von 20,9 THz (schwarze Linie) und deckt sich unter Berticksichtigung
der Messunsicherheiten mit dem Mittelwert der Verteilung der Modulationsfrequenzen
von 19,4 THz (647 cm™1).

Die Dampfung des modulierten Signal mit zunehmendem zeitlichen Abstand 7 der An-
regungspulse (vgl. Abbildung 5.2B und C) ist mit Hilfe von Gl.(4.1) durch fitten der
Modellfunktion an die Messergebnisse ausgewertet worden, woraus die Verteilung der
Dampfungszeit Ty in Abbildung 5.3B abgeleitet werden konnte. Bei der Analyse der
Démpfungen ist die zuvor ermittelte Modulationsfrequenz f des jeweiligen individuel-
len Komplexes als fester Parameter in Gl.(4.1) verwendet worden, wihrend Amplitude
und Phasenverschiebung der Kosinusfunktion freie Parameter sind, die nicht weiter
ausgewertet worden sind. Die Dampfungszeiten verteilen sich tiber einen Bereich von
11,1 fs bis 108 fs um einen Mittelwert von 63,3 fs. Aus einer Ensemblemessung (schwarze

Linie) konnte eine Dampfungszeit von 40,6 fs ermittelt werden.
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Kapitel 6
Diskussion der Ergebnisse

Die Ergebnisse der beiden vorangegangenen Kapitel werden im Folgenden interpretiert
und miteinander verglichen.

Zunéchst soll auf den Ursprung der im Fluoreszenzsignal beobachteten Modulationen in
Abhéngigkeit des zeitlichen Abstands der Anregungspulse eingegangen werden. Hierbei
wird auf den Ablauf des Experiments und die wihrenddessen ablaufenden physikali-
schen Prozesse Bezug genommen (Kapitel 6.1).

Anschlieflend wird die Dynamik der beobachteten Fluoreszenzmodulationen von Mes-
sungen an ein und demselben LH2 Komplex diskutiert und Bezug zu dem zugrunde

liegenden Exzitonmodell von LH2 Komplexen gezogen (Kapitel 6.2).

Die Ergebnisdiskussion der Experimente an Lichtsammelkomplexen der Bakterienspe-
zies Rps. acidophila sind in dem Paper . Fluorescence-detected Wavepacket Interfe-
rometry reveals time-varying Exciton Relazation Pathways in single Light-Harvesting

Complexes* veroffentlicht worden [90].

6.1 Wellenpaket Interferenz in LH2 Komplexen

Bei der Doppelpulsanregung einzelner LH2-Komplexe wird die Probe von zwei ultra-
kurzen Laserpulsen, die einen festen zeitlichen Abstand zueinander besitzen, angeregt.
Durch den ersten Puls wird dabei eine kohérente Superposition zwischen dem Grund-
zustand und allen optisch erlaubten angeregten Zustanden erzeugt, sofern diese auch
durch das Profil des Pulsspektrums abgedeckt werden. Somit entsteht ein Exziton-
Wellenpaket. Fiir die Experimente, welche in Abschnitt 4.1 und in Kapitel 5 beschrieben

sind, setzt sich ein solches Wellenpaket sowohl aus Anteilen der angeregten Zustédnde
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Kapitel 6. Diskussion der Ergebnisse

der B850-Bande, als auch den moglichen Zustidnden der BChl a des B800-Rings zu-
sammen. Fir die Szenarios in Kapitel 4.2 beschrankt sich das Exziton-Wellenpaket
auf die B850-Bande, da das anregende Pulsspektrum hier nur mit den energiedrme-
ren Zustande iiberlappt. Fiir das Modell eines Wellenpakets in LH2-Komplexen soll
ein einfacher Ansatz gewéhlt werden und die angeregten Zustédnde mit |¢ggo) flr die
mitwirkenden Zustidnde der B800-Bande,
des B850-Exzitonbandes und [¢§,,) fir die dessen emittierenden Zusténde beschrie-
ben. ’¢§50> enthalt zusitzlich Zustdnde mit CT-Charakter [93]. Fiir das Wellenpaket
gilt dann:

¢§50> fiir die hoher-energetischen Zusténde

[Twep) =3 alt) [di), (6.1)
mit § = {800,850h,8506}. Fiir die Experimente in Kapitel 4.2 gilt dann, wie zuvor
beschrieben cggg(t) = 0.

Das erzeugte Wellenpaket entwickelt sich zeitlich, nach der Wechselwirkung zwischen
dem ersten Puls mit LH2-Komplex, unter ungestérten Bedingungen. Die einzelnen
spektralen Anteile |1);) bilden eine zeitabhangige Phase ¢(t), fir die gilt:

P(t) = —i (Qp — wi)t, (6.2)

wobei )7, der Lock-Frequenz der erzeugten Pulse entspricht, und die spektralen Ener-
gien der Anteile ¢ mit hw; ausgedriickt werden. Die Energie oszilliert zwischen den
beteiligten Zustdnden. Zusatzlich relaxiert Population aus den hoheren Energiezustéin-
den in die niedrigeren. Dies kann sowohl zu einer Dephasierung im System fiihren, oder
auch eine Phasenverschiebung e? mit sich bringen [47].

Nach dem definierten Pulsabstand 7 interagiert das System mit dem zweiten Anre-

gungspuls. Dieser erzeugt ein zweites Wellenpaket, mit den Phasen:
dt+7)=—i[(Q —wi) (t+7)+ Ay] (6.3)

Ay drickt einen zusétzlichen Phasenfaktor aus, der die Phasendifferenz zwischen den
beiden Anregungspulsen beschreibt. In den Abbildungen 4.2 und 4.4, sowie Abbildung
5.2 sind Ergebnisse eines solchen Experiments mit einer vorgegebenen Phasendifferenz
A¢ = 7 in blau als Kontroll-Experiment dargestellt. Fur alle sonstigen Experimente
ist der Phasenunterschied zwischen den Anregungspulsen auf Ap = 0 festgelegt. Die
beiden erzeugten Wellenpakete kénnen nun miteinander interferieren, wobei jede spek-
trale Komponente des zweiten Wellenpakets eine feste Phasendifferenz zu der gleichen

spektralen Komponente des ersten Wellenpakets besitzt. Die Hohe der Population des
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Abbildung 6.1: Interferenz von Exziton-Wellenpaketen in LH2-Komplexen.
Von links nach rechts ist der zeitliche Ablauf schematisch dargestellt, die Zeitachse
unten zeigt den zeitlichen Abstand 7 der mit dem System interagierenden Pulse. Das
vereinfachte Energieniveauschema zeigt die Energiezusténde [¢so0) (gelb), w§50> (ge-
strichelt rot) und [ig;,) (durchgezogen rot). O Das Pulsspektrum (grau) erzeugt ein
Wellenpaket | Wy p) = cso0 [¥s00) + Cliso ‘w§50> + S50 |¥550), die Amplituden der spektra-
len Komponenten sind durch griine Wellen ausgedriickt. (2) bildet die Wahrscheinlich-
keit [(@y p|Tywp)|? ab. () Wahrend der Wartezeit 7 findet eine zeitliche Entwicklung
des Wellenpaketes statt, die Population oszilliert und relaxiert. (4) Durch den zwei-
ten Puls wird ein zweites Wellenpaket erzeugt. Beide Anregungspulse besitzen eine
Lock-Frequenz €2y, die durch den blauen Pfeil dargestellt ist. (5 Die Wellenpakete in-
terferieren miteinander. (§) Die Populationen nach der Interferenz relaxieren in den
emittierenden Zustand, die Hohe des Fluoreszenzsignals korrespondiert mit der Popu-
lation.

emittierenden Zustand [ig;,), in den die Energie letztendlich relaxiert, héingt von der
vorherigen konstruktiven oder destruktiven Interferenz der Wellenpakete ab, und stellt
sich durch die resultierende spontane Emission dar. Aufgrund der Phasenbeziehung in
GL.(6.3) héngt das Fluoreszenzsignal somit von dem zeitlichen Abstand 7 der beiden

Anregungspulse ab.

Die Population kann durch die Summe der erzeugten Wellenpakete |Wy p1 + Wy po)
nach dem ersten (W P1) bzw. zweiten Anregungspuls (W P2) beschrieben werden, so-
mit ergibt sich fir das Signal Fj,; [94]:

Fiot < (Uywp1 + Yypo|Uiwpr + Yy po)

(6.4)
= \IIIQ/VPI + \IJIQ/VPQ + \I’r/VP1\I'WP2 + \I]Wquj*WP2
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Kapitel 6. Diskussion der Ergebnisse

Die beiden ersten Terme beschreiben die Pulsabstand-unabhéngige Signal, wéihrend die
letzten beiden Terme die Interferenz der Wellenpakete beschreiben. Mit den Phasen aus

GL.(6.2) und (6.3) erhilt man so:

Uy p1 Ul po :ZCiei(QL wi)t ZC e~ H(QL—wi) t+r)+Aso] (6.5)

was sich letztendlich zusammenfassen lasst zu:

Uy p1 Uiy py & Z cic;e_i[(QL_w")”A“”] (6.6)
i,J

Daraus resultiert fiir die interferierenden Komponenten in G1.(6.4):

Fint (7) =V o Vwpe + Ywp1 Uiy py = 2 Z ¢iC; cos (2 —wi) T+ Ag) (6.7)
i.j

Dies bekréftigt, dass das beobachtete Fluoreszenzsignal zeitlich mit dem Abstand 7
der Anregungspulse moduliert. Des Weiteren zeigt G1.(6.7), dass die Oszillationsfre-
quenz der gemessenen Fluoreszenzmodulationen vom energetischen Abstand der be-
teiligten Zustdnde (w;) zu der fiir das jeweilige Szenario festgelegten Lock-Frequenz
(2, abhangt. Die Ergebnisse der Anregungen der B850-Bande mit unterschiedlichen
Lock-Frequenzen weisen darauf hin, dass in den gezeigten Experimenten hauptséchlich
die niederenergetischen Exzitonzustiande der B850-Bande mit hohen Oszillationsstar-
ken bei der Erzeugung der Wellenpakete beteiligt sind. Fiir 2, = 800nm sind hohe
Modulationsfrequenzen gemessen worden (f ~ 21,4 THz), wird die Lock-Frequenz in
Richtung B850-Bande verschoben, so wird auch die beobachtete Oszillationsfrequenz
kleiner (f ~ 8,7THz fiir Q; = 840nm und f =~ 4,3 THz fiir ;, = 860nm). Diese

Schlussfolgerung soll im Nachfolgenden genauer diskutiert werden.

Durch den direkten Kontakt der LH2-Komplexe zur Umgebung kommt es aus verschie-
denen Griinden zu Fluktuationen und Konfirmationsinderungen des Proteingertists der
Komplexe. Dadurch dndern sich die Energien der einzelnen BChl a Molekiile des Sys-
tems und somit auch die Exziton-Zustinde. Dies hat zur Folge, dass auch die Energien
hw; der spektralen Anteile der Wellenpakete fluktuieren und kénnen sich im Zeitraum
zwischen den beiden Pulsen verandern. Bei der Realisierung der Doppelpulsanregung
handelt es sich um ein repetitives Experiment, da in einem Mittelungszeitraum mehrere
Pulspaaranregungen durchgefiihrt werden und die resultierende Fluoreszenz aufsum-

miert wird. Dadurch ergibt sich die Bedingung, dass die Summe der Korrelationen in
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6.1. Wellenpaket Interferenz in LH2 Komplexen

diesem Zeitraum t,, nicht verschwinden darf [81]:

> {bw;(7,0) - dwi(7, 1)), # 0 (6.8)

(2

Diese Annahme gilt ebenfalls fiir andere repetitive Experimente, wie z.B. bei der Zwei-
dimensionale Spektroskopie (2DES) [95, 96]. Eine ausfiihrliche Beschreibung der Zeits-
kalen solcher Energiefluktuationen und die Auswirkung auf Messergebnisse ist in An-

hang A.5 einzusehen.

Die Ergebnisse zeigen, dass es fiir Pulsabsténde 7 von bis zu 100fs zur Interferenz
zwischen den Wellenpaketen kommt, was an den vorhandenen Fluoreszenzmodulatio-
nen erkennbar ist. Die Phasen der Wellenpakete bleiben auf dieser Zeitskala robust
gegentiiber den Fluktuationen. Fiir langere Pulsabstdnde verschwinden auch die Modu-
lationen der Fluoreszenz, die Phasenbeziehungen gehen verloren und es kommt nicht zur
Interferenz zwischen den Wellenpaketen. Die Verteilung der gemessenen Dampfungs-
zeiten zeigen, das die Wechselwirkung mit der Umgebung und die daraus entstehenden
Fluktuationen sehr heterogen sind und so die individuelle Konformation des Protein-
geriists und dessen Fluktuationen darstellt.

Vergleicht man die Ergebnisse der Messungen an LH2 Komplexen von Rps. acido-
phila miteinander, bei der beide, bzw. nur die B850-Bande mit einer Lock-Frequenz
Q;, = 800nm angeregt werden, so lasst sich erkennen, dass die Verteilungen der Mo-
dulationsfrequenzen und der Dampfungszeiten innerhalb der statistischen Genauigkeit
gleich sind. Daraus lésst sich schlieflen, dass die Beteiligung der angeregten B800 Zu-
stdnde keine signifikante Rolle spielen. Dies lasst sich aufgrund der beobachteten Re-
laxationszeiten zwischen B800 und B850 Zustanden erkliren, welche im Bereich von
~ 1ps liegen [97-100]. Diese Relaxationszeiten sind deutlich linger, als die in dieser
Arbeit implementierten Abstiande der Anregungspulse.

Anders verhalt es sich mit der gewdhlten Lock-Frequenz €27, was am Vergleich der Mes-
sungen in Kapitel 4.2 (Anregung der B850 Bande bei 2, = 800 nm und €2, = 840nm)
zu erkennen ist. Durch die Variation der Lock-Frequenz verandert sich die Realisierung
der Wellenpakete, genauer gesagt der zeitabhdngigen Koeffizienten ¢;(t) der beteiligten
Exzitonzustande. Daraus resultiert verdnderten Interferenzen der Wellenpakete und
fithrt zu den signifikant unterschiedlichen Modulationen. Die in den Emissionssigna-
len beobachtete Modulationsfrequenz bestimmt sich aus der Differenz zwischen der
Lock-Frequenz und den beteiligten Exzitonzustdnden. In der B850 Bande besitzen im

Wesentlichen nur die Energie-niedrigen Zustinde k& = 0, 1 Oszillatorenstéirke mit dem
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Grundzustand, was die statistisch gesehen gleichen Mittelwerte von f ~ 700 cm™! fiir
die Anregung beider Banden bzw. nur der B850 Bande bei einer Lock-Frequenz von
Q2 = 800nm erklart. Wird die Lock-Frequenz in Richtung der beteiligten Exziton-
zustdnden verschoben, so dndert sich auch die beobachtete Modulationsfrequenz, was
sich in Abbildung 4.5 mit einer mittleren Frequenz von f ~ 290 cm™! zeigt.

In Kapitel 4.2.3 sind die Ergebnisse eines Referenzexperimentes dargestellt, bei dem
ebenfalls nur die B850 Bande durch das Pulsspektrum angeregt wird, die Lock-Frequenz
weiter Richtung B850 Bande verschoben (€2, dquivalent zu 860 nm). Die Differenz zwi-
schen der Lock-Frequenz und den spektralen Positionen der niedrigsten Exzitonzustéin-
de geht dadurch gegen 0, was zur Folge hat, dass die der Beitrag zu den Fluoreszenz-
modulationen verschwindet. Hingegen werden Oszillationsbeitrage erkennbar, welche
sich auf die Differenz zwischen Lock-Frequenz und héheren Exzitonzusténden zuriick-
fihren lassen (vgl. Abbildung 6.2D). Diese Modulationen der Emission besitzen im
Vergleich mit den zuvor betrachteten Szenarien eine geringe Amplitude. In allen Fallen
wird die Modulationsfrequenz durch den stérksten Beitrag der B850-Komponente c¢;(t)

bestimmt.

Auch der Vergleich der Ergebnisse bei Anregung beider Banden von LH2 Komplexen
der Spezies Rps. acidophila (Kapitel 4.1) und LL LH2 Komplexen der Spezies Rps. pa-
lustris (Kapitel 5.2) weisen unterschiedliche Verteilungen der Fluoreszenzmodulationen
auf. Wahrend die Ergebnisse bei Rps. acidophila wie bereits beschrieben die Beteili-
gung der niedrigsten Exzitonzustinde nach Relaxation der Energie widerspiegelt, sind
die Modulationsfrequenzen bei Rps. palustris breiter verteilt und die Modulationsam-
plituden schwécher ausgepragt. Dies lasst sich darauf zuriickfiihren, dass die Oszilla-
torenstéirke der palustris-B850 Absorptionsbande niedriger ist, als bei Rps. acidophila.
Dadurch sind auch Beitrdage zu den durch die Anregung erzeugten, interferierenden Ex-
zitonwellenpaketen geringer. Die &hnlich hohe Oszillatorenstiarke im Bereich der B850
Bande sorgt zudem dafiir, dass sich die ermittelten Modulationsfrequenzen iiber einen

breiteren Bereich verteilen.

6.2 Spektrale Diffusion

Die in Abbildungen 4.3, 4.5 und 5.3 dargestellten Ergebnisse bilden die Heterogeni-
tat der Modulationsfrequenzen und damit der Energierelaxationspfade individueller
LH2 Komplexe ab. Zudem zeigen vereinzelte Messungen, dass es ebenfalls Variatio-

nen der Modulationsfrequenz zwischen den Messsequenzen eines bestimmten einzelnen

60
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Komplexes gibt. Dieses Resultat liefert die Fourieranalyse der einzelnen Messsequen-
zen an ein und dem selben individuellen LH2 Komplex. Beispiele solcher Messungen
sind in Abbildung 6.2 dargestellt und ausgewertet. In allen Diagrammen spiegelt die
vertikale griine Linie die Position der Lock-Frequenz 2 wider, horizontale Linien in
schwarz, rot oder blau reprasentieren die Differenz AQ2 = Q; — f, wobei f die aus
der Fourieranalyse erhaltene Modulationsfrequenz der einzelnen Messsequenz ist. Finf
Linien einer Farbe entsprechen den fiinf Sequenzen eines individuellen Komplexes, die
Punkte sind mit gestrichelten Linien verbunden, um den zeitlichen Verlauf von AS)
darzustellen. Die Darstellungen zeigen zusétzlich die Pulsspektren zur Anregung in
grau, sowie das Raumtemperatur-Ensemblespektrum von LH2 Komplexen der jewei-
ligen Bakterienspezies (gelb und rot fiir die B800, bzw. B850 Bande). So sind in den
Bildern 6.2A-D die Messungen an LH2 Komplexen von Rps. acidophila fir die in Ka-
pitel 4 beschriebenen Experimente dargestellt. Des Weiteren sind die Positionen der
Exzitonzustande als rote Balken unterhalb der B850 Bande eingezeichnet. Diese sind
durch Studien an einzelnen LH2 Komplexen der Spezies Rps. acidophila bei 1,4K in
einer fritheren Forschungsarbeit ermittelt worden [19]. Die Messungen und Ergebnisse
sind in Kapitel A.6 ausfiihrlicher erldutert. Abbildung 6.3 vergleicht die Ergebnisse der
Messungen beider Banden von LH2 Komplexen der Spezies Rps. acidophila (A) und
LL LH2 Komplexen von Rps. palustris (B). Die spektralen Positionen der niedrigsten
Exzitionzustidnde in den LL LH2 Komplexen der Spezies Rps. palustris sind aus den
Ergebnissen von Anregungsspektroskopie bei 1,4 K abgeleitet worden [12]. Hier bildet
die Position der energiedrmsten beobachteten Absorptionsbande die Basis, die Statis-
tik der Energiedifferenzen dieser Bande zu drei weiteren Banden lassen die Positionen
und Standardabweichungen der energiereicheren Banden abschétzen (vgl. rote Balken
in Abbildung 6.3B, fiir Details siche Anhang Kapitel A.6).

Wie in allen dargestellten Messungen zu sehen ist, sammeln sich die Werte von Af)
im Bereich der spektralen Positionen der niedrigsten Exzitonzustdnde k = 0, +1, wel-
che zugleich die grofite Oszillatorenstarke mit dem Grundzustand besitzen. Dies ist
ein zu erwartendes Ergebnis, da durch die Anregung der Komplexe Wellenpakete er-
zeugt werden, die aus einer Superposition von Exzitonzustidnden bestehen, wobei solche
hoher ins Gewicht fallen, die eine grofiere Oszillatorenstarke mit dem Grundzustand
des Systems aufweisen. Die Ergebnisse zeigen jedoch auch, dass die Temperatur nur
einen geringen Einfluss auf die Position der niedrigsten Exzitonzustinde hat, da die in
den Abbildungen 6.2 und 6.3 gezeigten spektralen Positionen der niedrigen k-Zustande

sind aus Tieftemperatur-Messungen, die in dieser Arbeit prisentierten Ergebnisse sind
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Abbildung 6.2: Anderung der Modulationsfrequenz eines individuellen
Komplexes iiber fiinf Messsequenzen hinweg, bei unterschiedlichen Anre-
gungsbedingungen. Darstellung einzelner Beispiele fiir die spektrale Diffusion in LH2
Komplexen der Spezies Rps. acidophila bei der Anregung von beiden Absorptionsban-
den (€7 = 800nm) (A), nur der B850 Bande mit 2, = 800 nm (B), 2, = 840nm (C),
sowie €, = 860nm (D). Horizontale Linien in schwarz, rot und blau sind Beispiele
der Modulationsfrequenzen einzelner Komplexe, die griine vertikale Linie représentiert
die Position der Lock-Frequenz §2;. Zur Veranschaulichung sind unter den Beispielen
die Absorptionsbanden und die Pulsspektren der jeweiligen Experimente abgebildet.
Zusatzlich werden die Bereiche der spektralen Positionen der niedrigsten Exzitonzu-
standen in rot dargestellt (unten). Details siehe Text.

aus Raumtemperatur-Messungen erhalten worden. Des Weiteren lisst sich aus der An-
derung der Modulationsfrequenzen schliefen, dass sich die Population der beteiligten
Exzitonzustande der interferierenden Wellenpakete von eine Messsequenz zur néchs-
ten, also auf einer Zeitskala von ca. 10s, dndert. Daraus und aus den Erkenntnissen
aus dem vorherigen Kapitel 6.1 geht hervor, dass die Relaxationspfade auf der selben

Zeitskala variieren miissen.

Die Energieliicken zwischen den Exzitonzusténden muss durch Fluktuationen des umge-
benden Bades tiberbriickt werden. Dazu ist bekannt, dass der Energietransfer innerhalb
von Pigment-Protein-Komplexen im Bereich mittelstarker Wechselwirkung zwischen
den beteiligten Chromophoren am effizientesten ist, da hier die Kopplung zwischen den
Chromophoren in der gleichen Gréflenordnung, wie die Reorganisationsenergie \ liegt
[34, 101, 102]. Diese lasst sich durch den Huang Rhys Faktor S, die Planck-Konstante

h und die Energie v,;;, der an den elektronischen Zustand koppelnden Vibrationsmode
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6.2. Spektrale Diffusion
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Abbildung 6.3: Anderung der Modulationsfrequenz eines individuellen
Komplexes iiber fiinf Messsequenzen hinweg fiir LH2 Komplexe unter-
schiedlicher Spezies. Darstellung einzelner Beispiele fiir die spektrale Diffusion in
LH2 Komplexen der Spezies Rps. acidophila (A) und LL H2 Komplexen der Spezies
Rps. palustris (B) bei der Anregung beider Absorptionsbanden (€2, = 800 nm). Hori-
zontale Linien in schwarz, rot und blau sind Beispiele der Modulationsfrequenzen ein-
zelner Komplexe, griine vertikale Linien reprasentieren die Position der Lock-Frequenz
Q. Zur Veranschaulichung sind unter den Beispielen die Absorptionsbanden und die
Pulsspektren der jeweiligen Experimente abgebildet. Zusatzlich werden die Bereiche
der spektralen Positionen der niedrigsten Exzitonzustdanden in rot dargestellt (unten).
Details siehe Text.

ausdriicken:
A = Shvyy, (6.9)

Der Huang Rhys Faktor ist als Funktion der Wellenldnge fiir Uberginge von B850 Zu-
sténden in den Grundzustand durch differential fluorescence line narrowing auf Werte
zwischen 1 und 2 ermittelt worden [103]. Theoretische Modelle wiederum liefern Wer-
te im Bereich von S = 0,48 ... 2,8 [104], was durch Einzelmolekiilspektroskopie be-
stétigt werden konnte [105, 106]. Diese Werte korrespondieren mit Elektron-Phonon-
Kopplungen im Grundzustand, es kann jedoch angenommen werden, dass der Huang
Rhys Faktor in angeregten Zustdnden ahnlich grofle Werte besitzt. Die starke Kopp-
lung zwischen Chromophoren im B850 Ring betrigt 200 cm ™! bis 400 cm ™! [4]. Daraus

folgt, dass Vibrationen mit Energien zwischen 100 cm ™! und 300 cm ™! an elektronische
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Kapitel 6. Diskussion der Ergebnisse

Zustédnde koppeln, was im Einklang mit fehlenden hoherfrequenten Vibrationsbanden
in Fluoreszenzspektren von LH2 Komplexen [105, 107]. Zudem ist festgestellt worden,
dass der Huang Rhys Faktor fiir individuelle Komplexe auf eine Sekunden-Zeitskala zwi-
schen den oben beschriebenen Grenzen variieren kann [106]. Aus diesen Erkenntnissen
schliefit sich die Annahme, dass die beobachteten Fluktuationen der Relaxationspfa-
de mit strukturellen Anderungen des Proteingeriists an den Bindungsstellen der BChl
a Chromophore zusammenhéngt. Diese Annahme steht im Einklang mit Ergebnissen
aus fritheren Studien, bei welchen strukturelle Fluktuationen auf d&hnlichen Zeitskalen
wie in dieser Arbeit beobachtet werden konnten [38, 4042, 45, 66, 108]. Die zeitlichen
Variationen der Mikroumgebung einzelner BChl a Molekiile beeinflusst die Energie
der angeregten Zustande der Chromophore [109]. Im Zusammenspiel aller 27 Molekii-
le bzw. mindestens der Molekiile des B850 Rings andert sich dadurch zusétzlich die
Abstédnde und Kopplungen zwischen den Chromophoren, was wiederum Fluktuationen

der Energielandschaft der Exzitonzusténde zur Folge hat .

Fiir viele Lichtsammelkomplexe photosynthetischer System konnte beobachtet werden,
dass die Energiezustédnde der intramolekularen Vibrationen dem Abstand der Exziton-
zustande gleichen [110-114]. Daraus ist die Hypothese entstanden, dass hierbei kein
kausaler Zusammenhang bestehen muss, jedoch erlaubt dies dem elektronischen Sys-
tem die Nutzung von Kernfluktuationen, um eine moglichst effiziente Relaxation der
Energie zwischen den angeregten Zustanden zu gewéhrleisten [95, 110]. Zudem ermog-
licht die Wechselwirkung zwischen Vibrationszustdnden und elektronischen Zustdnden
den Exzitonzustédnden die Nutzung der Kohérenzen von Schwingungen. Mit dieser An-
nahme sind bereits in fritheren Forschungsarbeiten die Beobachtung von langlebigen
Ostzillationen in Signalen von 2DES-Experimenten begriindet worden. Der Ursprung
dieser Ostzillationen allerdings hédngt mit hoher Wahrscheinlichkeit von Vibrations-
bzw. vibronischen Kohérenzen zusammen, welche keine Rolle in der Funktion von Licht-
sammelkomplexen spielen [115, 116]. Die Idee, dass effiziente Energierelaxation in LH2
Komplexen innerhalb der B850 Exzitonzustédnde auf den Resonanzbedingungen Exzito-
nabstande und Vibrationsmoden beruht, ist zuletzt durch 2DES-Experimente an LH2
Komplexen der Spezies Rps. acidophila in Frage gestellt worden [117]. Die Resultate der
vorliegenden Arbeit weisen jedoch im Einklang mit den Ergebnissen aus [117] darauf
hin, dass in der Natur die Energielandschaft der angeregten Zustdnde von peripheren
Lichtsammelkomplexen so erhalten wird, dass sie robust gegen strukturelle Veranderun-
gen des Systems ist, indem auf verfiighare niederfrequente intra- und intermolekulare

Schwingungen zuriickgegriffen wird. Dies gewéhrleistet eine effiziente Relaxation der
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6.2. Spektrale Diffusion

Energie in die emittierenden B850 Zustidnde fiir jeden individuellen Komplex, zu je-
dem Zeitpunkt. Dies wird zum einen dadurch bestétigt, dass die Exzitonzustinde fiir
verschiedene Komplexe variieren kann (vgl. Abbildung A.6), wahrend die Energien der
intramolekularen Vibrationen kaum variierende Werte aufweisen. Dadurch kann fiir
viele Komplexe die Energiedifferenz zwischen den Exzitonzustdanden nicht iiberwunden
werden. Zudem sind fiir die exklusive Anregung der B850 Bande der Spezies Rps. aci-
dophila bei einer Lock-Frequenz ), aquivalent zu 840 nm deutlich langere Dampfungs-
zeiten festgestellt worden, als flir die beiden Szenarien mit €25, = 800 nm. Dabei sind
ebenfalls die niedrigsten Modulationsfrequenzen beobachtet und folglich die niedrigste
Energie an die Umgebung abgegeben worden. Unabhangig von der Zustandsdichte der
niederfrequenten Moden, skaliert die Zustandsdichte (linear oder in dritter Ordnung)
mit der Frequenz der Phononen [118-121]. Dass heifit, je kleiner die Energiedifferenz
zwischen den Exzitonzustianden ist, desto weniger Phononenmoden sind zugénglich,
welche die Energie aufnehmen. Dies hat zur Folge, dass die Dephasierung der Exziton-

wellenpakete langsamer von statten geht.
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Kapitel 7
Zusammenfassung und Ausblick

Ziel der vorliegenden Forschungsarbeit war es, die Fluoreszenzantwort in Folge von An-
regung individueller peripherer Lichtsammelkomplexe mit phasenstarren Doppelpulsen
zu visualisieren und in einen physikalischen Kontext zu bringen. Dazu sind in dieser
Arbeit einzelne LH2 Komplexe der unter high-light Bedingungen geziichteten Purpur-
bakterienspezies Rhodopseudomonas acidophila, sowie der unter low-light Bedingungen

gewachsenen Spezies Rhodopseudomonas palustris untersucht worden.

Der Aufbau eines dafiir erforderlichen Fluoreszenzmikroskops und dessen Kalibration
stellt einen wichtigen vorbereitenden Teil der Arbeit dar. Zur Erzeugung und Mani-
pulation von ultrakurzen Laserpulsen, die zur Anregung der LH2 Komplexe diente,
wurde ein Ti:Sa Lasersystem, welches spektral breitbandige Pulse erzeugt, mit einem
spektralen Pulsformer kombiniert (Kapitel 3). Letzterer sorgte sowohl fir eine weitere
Komprimierung der ausgestrahlten Pulse, sowie fiir die Erzeugung der zur Anregung
verwendeten phasenstarren Pulspaare. Durch die Verwendung des Pulsformers konn-
ten spezifische Phasen und Amplitudenmasken implementiert werden, mit denen der
zeitliche Abstand der Pulse, sowie deren Phasenbeziehung kontrolliert werden konnte.
Dadurch konnten Experimente zur Messung des Fluoreszenzsignals einzelner Objekte
in Abhangigkeit Abstand und Phasendifferenz eines anregenden Pulspaares implemen-

tiert werden.

Zunachst sind solche Messungen an individuellen LH2 Komplexen von Rps. acido-
phila durchgefiihrt worden (Kapitel 4). Neben Abstand und Phasenbeziehung der An-
regungspulse, sind zusétzlich in einem zweiten Experiment das grundlegende spektrale

Profil der Laserpulse variiert und die Lock-Frequenz verdndert worden. So konnten
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Kapitel 7. Zusammenfassung und Ausblick

Messergebnisse miteinander verglichen werden, bei denen beide Absorptionsbanden
(B800 und B850) bzw. nur eine Absorptionsbande (B850) eine Anregung durch die
Pulse erfiahrt. Zudem ist die Variation der Lock-Frequenz der erzeugten Doppelpulse
fiir die Anregung der B850-Bande dargelegt.

Die Durchfithrung des Experiments an low-light LH2 Komplexen von Rps. palustris
stellt wiederum einen Vergleich zu der Anregung beider Absorptionsbanden dar (Ka-
pitel 5). Die beobachteten LH2 Komplexe der beiden Spezies weisen dabei eine gleiche
Komposition aus BChl @ auf, wihrend sich die spektrale Absorption im Bereich der

B&50-Bande deutlich voneinander unterscheidet.

Die beobachteten Modulationen der Fluoreszenzsignale konnte auf die Interferenz von
in den angeregten Zustanden erzeugten Exziton-Wellenpaketen zurtickgefiithrt werden.
Konstruktive bzw. destruktive Interferenz solcher Wellenpakete fiihren dazu, dass die
Population der emittierenden Zusténde mit dem Abstand der anregenden Pulse os-
zilliert. Fiir alle Variationen des Experiments an individuellen Komplexen zeigt sich
eine heterogene Verteilung der Modulationsfrequenz, sowie der Dampfung der Modu-
lationen. Dies schlieit auf die individuellen Mikroumgebungen der einzelnen Komplexe
zuriick, welche die Relaxationswege in den emittierenden Zustand verdndern und somit
auch die Interferenz der Wellenpakete beeinflussen.

Einen weiteren interessanten Aspekt lieferte die Beobachtung von variierenden Mo-
dulationen an ein und demselben Komplex iiber die Dauer mehrerer Messsequenzen
hinweg. Durch die Interpretation der Modulationsfrequenz als Differenz zwischen Lock-
Frequenz und spektraler Position der niedrigsten Exzitonzustanden konnte eine Ver-
bindung zwischen den fluktuierenden Relaxationswege und den beteiligten Exzitonzu-

standen gefunden werden.

Letztendlich schaffen die Ergebnisse dieser Arbeit einen tieferen Einblick in die Dyna-
mik der Relaxationsprozesse, die innerhalb der Exzitonzustinde der B850 Band peri-
pherer Lichtsammelkomplexe stattfinden. Aufbauend auf den Resultaten dieser Arbeit
konnen weitere Messungen die Statistik der Fluoreszenzmodulationen und Dampfungs-
zeiten verbessern. Zudem bietet die zu Beginn angesprochene Vielfalt an beobachteten
Absorptionsbanden der Lichtsammelkomplexe verschiedener Bakterienspezies und de-
ren Wachstumsbedingungen einen wichtigen Ansatzpunkt fiir weiterfithrende Untersu-
chungen unterschiedlicher Energielandschaften. Dariiber hinaus kénnen temperaturab-

hangige Messungen weitere Aufschliisse iiber die Dynamik der Relaxationen liefern.
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Anhang A

A.1 Kalibrierung des SLM

Um sicherzustellen, dass der Pulsformer den Erwartungen entsprechend arbeitet, muss
der SLM richtig kalibriert werden. Dabei sind zwei Kalibrierungen von Bedeutung. Dies
ist zum einen die richtige Beziehung zwischen LCD-Pixel und einfallender Wellenlan-
ge des Pulses, zum anderen die anzulegenden Spannung um eine bestimmte spektrale
Amplituden- und Phasenédnderung einer bestimmten Wellenldnge des Lichts zu erwir-

ken.

Die Kalibrierung der anzulegenden Spannungen an den LCD Pixeln in Abhéngigkeit
von der Wellenléinge, um eine Anderung der jeweiligen spektralen Phase zu erzwingen,
ist bereits extern von der Firma Hamamatsu, welche das LCD vertreibt, durchgefiihrt
worden. Die Beziehung zwischen Wellenlénge, an den Pixeln anliegende Spannung und
resultierende spektrale Amplituden- und Phasenénderung kann in den entsprechenden

Dokumenten eingelesen werden [122].

Die Abstimmung der Pixel auf die einfallende Wellenlange wird manuell bestimmt und
iiberprift. Das Konzept wird in Abbildung A.1A dargestellt. Mit Hilfe von spektralem
Amplituden-Shaping kann die Transmission eines breitbandigen Pulsspektrums (grau)
an einem bestimmten Pixel unterdriickt werden. Daraus resultiert ein Spektrum mit
deutlich verringerter Intensitat an der korrespondierenden Wellenldnge, im Vergleich zu
dem unverdndertem Spektrum. Abbildung A.1A zeigt ein Beispiel fiir ein an Pixelnum-
mer 400 erzeugtes spektrales Loch (rot). Die gestrichelte Linie verdeutlicht, dass dieser
Pixel mit einer Wellenldnge von 825,89 nm korrespondiert. Dies wird fiir verschiedene
Pixel verteilt iiber das Pulsspektrum durchgefithrt und ausgewertet (vgl. Abbildung
A.1B). Die Software MIIPS 2.0 errechnet daraus eine Kalibrationsgerade (blau). Diese
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Abbildung A.1: Manuelle Kalibrierung der Beziehung zwischen LCD-Pixel
und einfallender Wellenlinge. A) Experimentelles Pulsspektrum (grau), sowie glei-
ches Spektrum aus dem durch Amplitudenmanipulation eine spektrale Komponente
unterdrickt wird (rot). B) Kalibrationsgerade (blau) der Wellenldnge in Abhéngigkeit
von der Pixelnummer. Die gemessenen Datenpunkte sind in rot dargestellt.

Kalibration muss bekannt sein, um die spektralen Amplituden- und Phasenmasken zur

Erzeugung der phasen-gelockten Pulspaare richtig berechnen zu koénnen.

A.2 Kalibration der Pixel-Position im Weitfeldbild

Zur Bestimmung der relativen Positionen einzelner Komplexe auf der Probe in einer
Weitfeldaufnahme wurden die aus den CCD-Daten bekannten Pixelpositionen auf eine
nm-Skala umgerechnet. Dafiir war die Aufnahme des Weitfeldbildes eines Objektmikro-
meters notwendig, welche in Abbildung A.2A zu sehen ist. Bei dem Objektmikrometer
handelt es sich um ein speziell beschichtetes Probenglas, wobei eine Einheitsskala auf-
treffendes Licht zuriick reflektiert. Die Weitfeldaufnahme wird daher ohne dielektrische
Lang- oder Kurzpassfilter in der Detektion durchgefiihrt, jedoch wird ein Graufilter zur
Abschwéchung der Lichtintensitit vor der CCD-Kamera verwendet. Die Skalenteile des

Objektmikrometers besitzen einen festen Abstand von 10 pm.

Das Objektmikrometer wird so ausgerichtet, dass die Skalen in einer vertikalen Li-
nie zum CCD-Chip liegen (sieche Abbildung A.2A). So lassen sich die Abstédnde der
Skalenteile in Richtung der horizontalen Achse ausmessen. Dazu wird das Intensitéts-
profil einer Pixelreihe ausgelesen (Abbildung A.2B). Mit Hilfe eines selbstgeschriebe-
nen Python-Programms werden die Flanken der Intensitatsanstiege identifiziert und

die Abstdnde zwischen zwei benachbarten aufsteigenden bzw. zwei abfallenden Flan-
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Abbildung A.2: Kalibrierung der Pixelpositionen in pm einer Weitfeldauf-
nahme. A) Ausschnitt der Weitfeldaufnahme einer Einheitsskala. B) Intensitatsprofil
der in A) rot gekennzeichneten Pixelreihe. Der weifle bzw. blaue Doppelpfeil in A)
bzw. B) kennzeichnet den Abstand der Einheitsskalenteile von 10 pm.

ken in Pixelzahlen bestimmt (vgl. weifler und blauer Doppelpfeil in Abbildung A.2).
Dies wird fiir mehrere benachbarte Skalenteile durchgefiihrt. Fiir den optischen Aufbau
dieser Arbeit erhilt man so einen mittleren Skalenabstand von d = (24,4 + 0,5) Pixel.
Mit dem bekannten Abstand von 10 pm und der Festlegung, dass die Pixelposition
(0,0) der Position (0,0)pm entsprechen soll, erhdlt man fiir die Beziehung zwischen

Pixelposition und pm-Position:
Position[pm] ~ 0,41 - Position[Pixel] (A1)

Diese Berechnung ist Grundlage fiir die in Abbildung 4.1A aufgetragene pm Achsen-
beschriftung.

A.3 Uberlapp-Berechnung

Die Fluoreszenz der LH2-Komplexe in Abhéngigkeit des zeitlichen Abstands der Anre-
gungspulse kann in erster Niaherung mit einer einfachen Berechnung des Uberlapps der
delay-abhéangigen Pulsspektren mit der Absorption der Probe simuliert werden. Dies
ist moglich, da dieser Uberlapp im linearen Anregungsregime eines Absorptionsexperi-

ments proportional zur Hohe des Fluoreszenzsignals ist.

Fiir die Simulation werden (ausgehend von einem experimentell ermittelten Pulsspek-
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Abbildung A.3: Beispiel einer Uberlapp-Berechnung. A) Fiir die Berechnung
verwendetes Pulsspektrum (grau) und Absorptionsspektrum (schwarz) eines LH2-
Ensembles der Spezies Rps. acidophila. B) Gemessene Fluoreszenz in Abhéngigkeit
des Pulsabstands 7 eines LH2-Ensembles der Spezies Rps. acidophila (rot) und aus
Uberlapp berechnete Fluoreszenzantwort in Abhéngigkeit von 7 (blau).

trum) die Anregungspulsspektren Exc(w, 7) fir jeden gewiinschten Pulsabstand 7 nach
G1.(3.2) berechnet und die resultierenden Spektren so normiert (C(7)), dass das Inte-
gral [5° Exc(w, 7) dw tber die Spektren fiir alle zeitlichen Pulsabsténde gleich ist. Fir
die Absorption Abs(w) der Probe (z.B. der LH2-Komplexe) wird ebenfalls ein experi-
mentell ermitteltes Absorptionsspektrum verwendet. Die Fluoreszenz F(7) ldsst such

dann ausdricken durch:
F(r)= /OO Exc(w, ) - Abs(w) dw (A.2)
0

Zur Veranschaulichung der Simulation ist in Abbildung A.3 eine solche Uberlapp-
Berechnung dargestellt. Mit den experimentellen Daten (Abbildung A.3A) fiir das

Pulsspektrum (grau), gemessen mit einem USB-Spektrometer, und das Absorptionss-
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A 4. Fouriertransformation einzelner Fluoreszenzmodulationen

pektrum eines Ensembles von LH2-Komplexen der Bakterienspezies Rps. acidophila,
gemessen mit dem kommerziellen Absorptionsspektrometer Lambda200 der Firma Per-
kinElmer, wird der Verlauf der Fluoreszenzantwort in Abhéngigkeit des zeitlichen Puls-
abstands 7 simuliert. Die so berechnete Kurve (blau) ist in Abbildung A.3B zusammen
mit einer realen Doppelpulsanregung an einer Ensemble Probe von LH2-Komplexen
der selben Spezies (rot) aufgetragen. Beide Kurven weisen den gleichen Verlauf auf,
die Uberlapp-Berechnung bildet im Rahmen der Messunsicherheiten die gemessenen
Daten gut ab. Mit Hilfe dieser Berechnung lasst sich somit ein die Abhangigkeit der

Fluoreszenz von 7 fiir eine Ensemble-Probe voraussagen.

A.4 Fouriertransformation einzelner Fluoreszenzmo-

dulationen

Die Auswertung der gemessenen Fluoreszenzintensitdten in Abhédngigkeit vom zeit-
lichen Abstand 7 der anregenden Pulspaare erfolgt durch eine Fourieranalyse. Die-
se wird mit einem selbst geschriebenen Python-Programm tber eine Fast-Fourier-
Transformation realisiert. Abbildung A.4 stellt beispielhaft eine solche Fourieranalyse
vor. Jede einzelne Sequenz einer solchen Messung (Abbildung A.4A) wird separat ana-
lysiert. Dadurch erhélt man ein auf das Maximum normiertes Leistungsspektrum der
im Signal vorhandenen Frequenzen (Abbildung A.4B). Das Maximum der Spektren
markiert die in der Messsequenz (schwarz) bzw. der Mittelung (rot) auftretende Mo-
dulationsfrequenz.

Die separate Betrachtung der einzelnen Sequenzen erlaubt es, zeitliche Anderungen der
dominierenden Frequenzkomponenten innerhalb einer vollstandigen Messung gezielt zu
erfassen. Gleichzeitig wird durch die Mittelung {iber mehrere Sequenzen ein robuster
Wert fiir die Modulationsfrequenz gewonnen, der gegeniiber statistischen Schwankun-
gen der Einzelsequenzen weniger sensitiv ist.

Aus den Fourieranalysen der tiber funf Messsequenzen gemittelten Fluoreszenzantwort
(rote Kurven) erhélt man die mittleren Modulationsfrequenzen, welche in die Histo-
grammen der Statistiken iiber die Messungen an LH2 Komplexen der Spezies Rps. aci-
dophila (Anregung beider Banden Abbildung 4.3A, exklusive Anregung der B850 Bande
4.5C und D), sowie den Messungen an LL LH2 Komplexen der Spezies Rps. palust-
ris (Abbildung 5.3A) einflieBen. Da die Modulationsfrequenz der dominierenden Fre-
quenzkomponente in dem oszillierenden Signal entspricht, wird diese Frequenz fiir die

weitere Analyse der Dampfungzeitkonstanten der Modulationen als fester Parameter
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Abbildung A.4: Beispiel der Fourieranalyse eines individuellen Komplexes.
A) Fluoreszenzsignal eines LH2 Komplexes in Abhéangigkeit des Pulsabstands 7 der An-
regungspulse. Die oberen fiinf Graphen zeigen das Signal der einzelnen Messsequenzen
in schwarz, im untersten Graphen ist der Mittelwert dieser Sequenzen in rot dargestellt.
Das Referenzsignal ist in griin aufgezeichnet. B) Fourieranalyse der Fluoreszenzsignale
der einzelnen Messsequenzen (schwarz) und der Mittelung (rot). Das Maximum der Er-
gebnisse aus den Fouriertransformationen ist durch einen blauen Kreis markiert, dazu
ist der Verlauf eines solchen Maximums iiber fiinf Sequenzen hinweg durch eine blaue
gestrichelte Linie dargestellt.

des Kosinus-Fits verwendet, siche auch Gl.(4.1).

Die dominanten Frequenzkomponenten der einzelnen Messsequenzen (schwarze Daten-
kurven) liefert die in Kapitel 6.2 aufgezeigten Variationen der Modulationsfrequenz
tiber eine komplette Messung hinweg (Abbildungen 6.2 und 6.3). Dies ist auch an dem
Beispiel in Abbildung A.4B durch die blau markierten Maxima und den Verlauf, ge-
kennzeichnet durch die blau gestrichelte Linie dargestellt. In Messsequenz 1 (oben)
startet die erhaltene Frequenz bei f = 19,0 THz, dies ist auch das Ergebnis in Messse-
quenz 2. Die Daten der dritten und vierten Sequenz liefern eine Modulationsfrequenz
von f = 23,8 THz, bevor der Wert in Messsequenz 5 wieder auf f = 19,0 THz zuriick-
springt.
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A.5 Zeitskalen der Energiefluktuationen

Die Beschreibung der Eigenenergien einzelner Chromophore erfolgt durch:

wobei wy die ungestorte Energie des angeregten Zustands beschreibt, dw; die statische
Unordnung und dw;(t) die zeitlich dynamische Unordnung. Fiir die spektralen Phasen

folgt daraus:

(1)

pt+71)=—i [(QL — [wo + dw; + dw;i(t + T)D (t4+T)+ Ago] (A.5)

—i (Q = [wo + 0wy + dwi(t)] ) - ¢ (A.4)

Eine Interferenz zwischen den beiden, durch die Anregungspulse erzeugten, Wellenpa-
kete findet nur dann statt, wenn die Korrelation Y-, (6w;(0) - dw;(7)), der Fluktuationen
zu den Zeitpunkten des ersten und zweiten Pulses nicht verschwindet. Die Klammern

(...), stellen dabei eine zeitliche Mittelung dar.

Fir den zeitlichen Mittelwert der Energieschwankungen wiahrend der Dauer eines An-

regungspulses 7,5 erhélt man:

]_ t+7—pulse

Gwi(t)), = / Suoi (') dt’ (A.6)
pulse Tpulse Jt

Dieser Mittelwert ist fiir die zwei Pulse eines Pulspaares schematisch in Abbildung A.5A

in rot aufgezeichnet. Die zeitliche Mittelung der Fluktuationen wiahrend der Anregung

der LH2-Komplexe durch ein Pulspaar lasst sich wiederum beschreiben mit:

- t+T1
dw;(T,t) == <5w2- (t + Tp;lse>> = 1/t dw; (t' + 7}72155) dt’ (A7)

s T

und ist in Abbildung A.5A durch eine gestrichelt blaue Linie dargestellt. Daraus folgt,
7—p':élsﬁ
dernfalls findet keine Interferenz zwischen den erzeugten Wellenpaketen statt. Fiir die

dass die Fluktuationen der Energien dw; (t + ) nicht zu grofl werden diirfen, an-

Korrelation der Fluktuationen auf sehr kurzer Zeitskala gilt entsprechend:

> {(6w; (0) - dw;(t)), fir 0<t<r~ (A.8)

i

Wie in Kapitel 3.5 beschrieben, wird die Probe fiir die Dauer einer spektralen Amplituden-

und Phasenmaske des Pulsformers mit Pulspaaren angeregt, welche den selben Pulsab-
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Abbildung A.5: Schematische Illustration der Mittelungen und verschie-
denen Zeitskalen. A) Energiefluktuationen und zeitliche Mittelwerte wéihrend eines
Pulses (rot) und iiber ein Pulspaar (blau). B) Zeitliche Mittelungen der Energiefluktua-
tionen iiber ein Pulspaar (blau) und mehrere aufeinanderfolgende Pulspaare (griin). C)
Zeitlich gemittelte Enrgiefluktuationen (griin) fir mehrere Messblocke mit steigendem
Pulsabstand 7. Die Zeitskalen in den einzelnen Schemas steigt von 10-250fs (A) zu 1s
(B) bis hin zu mehreren 10s (C).

stand 7 besitzen. Dadurch wird das Signal in Abhéngigkeit von dem zeitlichen Abstand
der Pulse tiber genau diese Maskendauer t,, gemittelt und somit auch die Fluktuatio-

nen der Energiezustande:

(fr.n), = oo [ Fatn (A.9)

av tav

Dies ist auch in Abbildung A.5B schematisch dargestellt. Die gemittelten Energief-
luktuationen dw;(7,t) in blau werden iiber den Dauer der Messung bei einem festen
Pulsabstand 7 erneut gemittelt (griine, gestrichelte Linie). Die Effekte der Interferenz
zwischen den Wellenpaketen lassen sich nur dann beobachten, wenn sich die zeitlichen
Mittel der Fluktuationen dw;(7,t) wihrend der Anregungen durch die einzelnen Puls-

paare zu sehr voneinander unterscheiden, bzw. wenn die zeitlichen Fluktuationen klein
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gegeniiber den Energieniveaus der angeregten Zustinde sind (wo + dw; > dw;(t)). Dies

ist bei den untersuchten Pigment-Protein-Komplexen der Fall.

In Abbildung A.5C ist das Modell fiir mehrere Messblocke mit unterschiedlichen zeit-
lichen Absténden der jeweiligen Pulspaare zu sehen. Die gemittelten Energiefluktua-
tionen konnen sich in den einzelnen Messabschnitten unterscheiden. Somit spiegeln die
gemessenen Interferenz-Bilder (Fluoreszenzsignal in Abhéangigkeit von 7) auch die Fluk-
tuationen der Energieniveaus wider. Dies zeigt sich besonders gut an den unterschied-

lichen Fluoreszenzantworten fiir mehrere Messsequenzen am selben LH2-Komplex.

A.6 Spektrale Positionen der niedrigsten Exziton-

zustande

Die im Folgenden dargestellten Daten stammen aus der Forschungsarbeit von Ralf
Kunz [19] und sind ausschlieBlich zur erganzenden Erklarung in dieser Arbeit abgebil-
det.

Aus Einzelmolekilspektroskopie an LH2 Komplexen der Spezies Rps. acidophila bei

A B
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Abbildung A.6: Spektrale Positionen der niedrigsten Exzitonzustinde in-
dividueller LH2 Komplexe der Spezies Rps. acidophila. A) Verteilung der
Energien. Der Mittelwert (schwarze Linien), sowie die Standardabweichung fiir die ein-
zelnen spektralen Positionen sind neben den Messdaten angegeben. B) Energien der
Positionen fiir die gleichen individuellen Komplexe. Abbildung angelehnt an [19].
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1,4 K sind die spektralen Positionen der niedrigsten Exzitonszustiande des B850-Rings

ermittelt worden.

Die Verteilung der gemessenen spektralen Positionen ist in Abbildung A.6A darge-
stellt. Aus den Mittelwerten und den Standardabweichungen dieser Daten bestimmen
sich die in den Abbildungen 6.2 und 4.6 markierten Positionen und Breiten der Késten
zur Veranschaulichung der niedrigsten Exzitonzustédnde. In Abbildung A.6B ist zu er-
kennen, dass die ermittelten Exzitonpositionen fiir verschiedene individuelle Komplexe
unabhéngig voneinander variieren.

In einer weiteren Forschungsarbeit sind die spektralen Positionen der B850 Zustande
basierend auf einem theoretischen Modell bestimmt worden [93]. Dieses Modell be-
riicksichtigt auch zusétzlich auftretende Charge-Transfer-Zustande. Vergleicht man die
Energiedifferenzen zwischen den Exzitonpositionen der theoretischen Studie mit den
experimentellen Daten, so ldsst sich feststellen, dass der qualitative Trend dieser Dif-

ferenzen durch das theoretische Modell reproduziert werden kann.

Die Positionen der niedrigsten Exzitonzustande im B850 Ringe der LL LH2 Komplexe
von Rps. palustris sind aus der Einzelmolekiilstudie bei tiefen Temperaturen (1,4 K)
von Brotosudarmo et. al [12] abgeschétzt worden. Die hierfiir verwendeten Daten sind
in Abbildung A.7 dargestellt. Hier konnten vier Absorptionsbanden beobachtet wer-

den. Durch die Statistik der Energiedifferenzen zwischen den energiereicheren Banden

A B C
AE=174 cm™? AE=361cm™! AE =550 cm™?
15 A
o=56cm™! o=52cm™! o=57cm™!

o
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=}
s
Hol
N
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Abbildung A.7: Spektrale Abstidnde beobachteter Absorptionsbanden indi-
vidueller L. LH2 Komplexe der Spezies Rps. palustris. Verteilung der Ener-
giedifferenzen AE zwischen den Absorptionsbanden A) B1 und B2, B) B1 und B3, C)
B1 und B4. Der Mittelwert AE, sowie die Standardabweichung o der Verteilungen sind
neben den jeweiligen Histogrammen angegeben. Daten entnommen aus [12].
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! sind aus den Mittelwerten die spektralen

zur energiearmsten Bande bei 11562 cm™
Positionen und aus den Standardabweichungen die spektrale Breite der niedrigsten

Exzitonzustdande bestimmt worden (vgl. Abbildung 6.3B).
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